








eT ee 








HOPPE-SEYLER'S ZEITSCHRIFT 
























» PHYSIOLOGISCHE CHEMIE 
- fortgefihrt von A. KOSSEL 


und unter Mitwirkung von 


E. ABDERHALDEN-Halle, D. ACKERMANN-Wiirzburg, M. BERGMANN- 
Dresden, P. BRIGL-Hohenheim, G. EMBDEN-Frankfurt a. M., H. v. EULER- 
Stockholm, H. FISCHER-Miinchen, K. FREUDENBERG-Heidelberg, W. GU- 
LEWITSCH-Moskau, O. HAMMARSTEN- Upsala, S. G. HEDIN- Upsala, 
V. HENRIQUES-Kopenhagen, M. HENZE-Innsbruck, G. HOPPE-SEYLER- 
Kiel, J. KAPFHAMMER-Freiburg i. Br., O. KESTNER-Hamburg, L. KREHL- 
Heidelberg, R. KUHN-Heidelberg, F. KUTSCHER-Marburg, CARL TH.MOR- 
NER- Upsala, F. v. MULLER-Miinchen, J.P. PAWLOW-Leningrad, P. PFEIF- 
FER-Bonn a. Rh., F. PREGL-Graz, W. E. RINGER-Utrecht, 0. SCHUMM- 
Hamburg, S. P. L.SORENSEN-Kopenhagen, H.STEUDEL-Berlin, 8S. THANN- 
HAUSER-Freiburg i. Br.. E. WALDSCHMIDT-LEITZ-Prag, H. WIELAND- 
Miinchen, R. WILLSTATTER-Miinchen, A. WINDAUS-Gittingen, 
E. WINTERSTEIN-Ziirich, R. v. ZEYNEK-Prag 


herausgegeben von 


F.KNOOP und K. THOMAS 


Thbingen Leipzig 





Einhundertdreiundneunzigster Band 


Fiinftes und sechstes Heft 


(SchluB des Bandes) 


(Ausgegeben am 17, Dezember 1930) 


BERLIN und LEIPZIG 1930 
WALTER DE GRUYTER & C0., 


vormals G. J. Géschen’sche Verlagshandlung - J. Guttentag, Verlagsbuch- 
handlung - Georg Reimer - Karl J. Triibner - Veit & Comp. 






EINHUNDERTDREIUNDNEUNZIGSTER BAND 
FUNFTES UND SECHSTES HEFT 


Inhalt Seite 


Bamann, Eugen, und Paul Laeverenz. Uber den EinfluB von optisch 
aktiven Fremdstoffen auf die Konfigurationsspezifitit der Leber- 
esterase verschiedenen Reinheitsgrades. Vierte Mitteilung. ,,Uber 
asymmetrische Esterhydrolyse durch Enzyme“ in der von R. Will- 
stitter, R. Kuhn u. E. Bamann begonnenen Untersuchungsreihe 201 


Maschmann, Ernst, und Emil Klister. Uber die Reinigung des 
OIE oe a ee ie oe eee ok 

Bumnm, Erwin, und Karl Fehrenbach. Uber verschiedene Wege des 
Zuckerabbaues im tierischen Organismus ........ . 238 

Rudy, Hermann, und Irvine H. Page. Uber das Cephalin aus 
IE ae” Ce ae eT Ar me 


An unsere Mitarbeiter! 


Es ist unbedingt notwendig, daB alle zur Hinsendung gelangenden Manu- 
skripte in gut lesbarer, méglichst Maschinen-Schrift, gehalten sind. Nach- 
trdgliche Korrekturen verursachen weseniliche Kosten, die sich naturgemaf 
auf die Preisgestaltung der Zeitschrift mit auswirken miissen, wenn sie nicht 
den Herren Autoren berechnet werden sollen. Leicht lesbar abgefafte Manu- 
skripte ermdglichen auch der Redaktion eine raschere Priifung als schwer 
leserliche und kinnen infolgedessen schneller zum Druck gelangen. 





Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fir physiologische Chemie erscheint in 
Banden zu 6 Heften. Preis des Bandes 15 Mark. 

Die in dieser Zeitschrift erscheinenden Arbeiten werden, wenn es nicht aus tech- 
nischen Griinden unmdglich ist, in der Reihenfolge, in welcher sie der Redaktion zugehen, 
aufgenommen. — Kurze Notizen oder Bemerkungen zu anderen Arbeiten werden in der 
Regel am Schlu& des Heftes und auBerhalb der Reihenfolge des Eingangsdatums mitgeteilt.— 
Bereits in anderen Zeitschriften verdffentlichte Arbeiten sowie Referate tiber bereits publi- 
zierte Arbeiten werden nicht aufgenommen. 

Das Honorar betrigt fir den Druckbogen 40 Mark. Von jeder Arbeit im Umfang 
bis zu 11/, Druckbogen werden dem Verfasser 100 Sonderabdrucke kostenfrei geliefert, von 
umfangreicheren Arbeiten nur 60. 

In bezug auf die Rechtschreibung der Fachausdriicke sind bis auf weiteres die 
Publikationen der Deutschen Chemischen Gesellschaft maSgebend. In zweifelhaften Fallen 
wird der etymologische und internationale Standpunkt vor dem phonetischen bevorzugt. 

Fir die Abkiirzungen und Zitate gelten die von der Vereinigung der medizinischen 
Fachpresse herausgegebenen Richtlinien. Demnach fallen ,,Bd.‘‘ und ,,8.‘* fort. (Zitiert 
wird am besten die angezogene Seite.) Namen, die im Text stehen, kénnen im Zitat 


fehlen, von Vornamen geniigt der Anfangsbuchstabe. 














arneos 


201 


Uber den Einflu8 von optisch aktiven Fremdstoffen auf die 
Konfigurationsspezifitét der Leberesterase verschiedenen 
Reinheitsgrades. 


(Vierte Mitteilung ,Uber asymmetrische Esterhydrolyse 
durch Enzyme“ in der von R. Willstitter, R. Kuhn und 
KE. Bamann begonnenen Untersuchungsreihe.) 


Von 


Eugen Bamann und Paul Laeverenz. 


(Aus dem Chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie der Wissenschaften in Minchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 15. Oktober 1930.) 


Theoretischer Teil. 

Wir haben in der vorangehenden Arbeit die Kinwirkung von 
optisch aktiven Fremdstoffen auf die Konfigurationsspezifitit der 
Leberesterase verschiedener Tiere beschrieben.!) Danach beeinflussen 
in bestimmten Fallen Alkaloide, also Stoffe nicht-enzymatischer 
Natur, das optische Auswahlen dieser Enzyme bei der Verseifung 
racemischer Kster in der Weise, daB sich bei den antipodischen 
Komponenten des Racemates das Verhiltnis der Umsiitze iindert 
und bei geeigneten Bedingungen sogar umkehrt. Dieser wichtige 
Befund bedarf noch der Ergiinzung und Vertiefung?), vor allem, 
wie es uns scheint, nach zwei Richtungen. Erstens ist es nétig 
zu wissen, ob die Erscheinung durch direkte Reaktion des Zusatz- 
stoffes mit dem Enzym ohne Vermittlung der natiirlichen ab- 
trennbaren Begleiter, die mit dem Enzym meistens zu Aggregaten 
verbunden sind, zustande kommt, oder ob dieselben bei der Bildung 
des neuen Komplexes ausschlaggebend mitwirken. Dann miBte 





') Ber. chem. Ges. 63, 394 (1929/30). 

2) Weitere Aufschliisse erwarten wir von der Untersuchung der Fragen, 
ob bestimmte Esterasen durch Zusatzstoffe hinsichtlich des optischen Aus- 
wihlens auch bei der Spaltung anderer racemischer Substrate als Mandel- 
siiureester beeinfluBt werden und ob sich, wie anzunehmen ist, der Einflu8 
von Zusatzstoffen auch bei der enzymatischen Estersynthese geltend macht. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie. CXCIII. 14 
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sich die Anderung in der Konzentration und der Zusammensetzung 
der Begleitstoffe, die mit Reinigungsoperationen der Enzyme einher- 
geht, auf den EinfluB der Zusatzstoffe merklich auswirken. Fir 
den Fall, daB derselbe unabhingig von den accessorischen Begleit- 
substanzen gefunden wird, liegt als zweite Aufgabe die Aufklarung 
des Wirkungsmechanismus dieser Stoffe nahe. Dieser Einblick 
ist von Versuchen mit den optisch aktiven Estern bei wechselnder 
Konzentration des Substrates und der Zusatzstoffe zu erwarten. 

Unsere Untersuchung behandelt die erste der beiden Fragen 
am Beispiel der durch Strychnin hinsichtlich ihres optischen 
Auswiihlens leicht beeinfluBten Leberesterase des Menschen. 

Die sorgfiltige Anwendung des von H. Kraut und H. Ruben- 
bauer’) vor einigen Jahren im hiesigem Laboratorium fiir die 
Reinigung der Schweineleberesterase ausgearbeiteten Verfahrens 
erlaubte uns in zwei Fillen, von verschiedenen Lebern ausgehend, 
zu Lésungen zu gelangen, die das Knzym etwa 120mal konzen- 
trierter enthielten als die Lebertrockenpriparate und die 8—10mal 
reiner waren als die aus den T'rockenpriparaten dargestellten 
ammoniakalischen Ausziige nach Essigsiurefillung und Dialyse. 
Der Vergleich der BeeinfluBbarkeit der hoch gereinigten und mabig 
reinen Enzymlésungen gab keinen deutlichen Unterschied. Es ist 
also nach den bisherigen Befunden die Annahme berechtigt, daB 
die durch schonende Reinigungsverfahren abtrennbaren Begleit- 
substanzen, die im Organ und in den Lésungen mit dem Enzym 
assozilert sind, ohne wesentlichen EintluB auf die Anlagerungs- 
fihigkeit des Enzymkomplexes an die Zusatzstoffe sind und dab 
sich die katalytischen Eigenschaften des neu entstandenen Kom- 
plexes unabhingig von den zufalligen Begleitern iuBern. 

Wir haben aber auch zahlreiche Beobachtungen gemacht, 
die auf eine Abhingigkeit der Strychninwirkung von dem Zustand 
des Enzyms hinweisen. Wir zeigen im experimentellen Teil, daB 
die Alkaloidwirkung hinsichtlich des optischen Auswihlens und 
der Beschleunigung der Umsatzgeschwindigkeit vom Alter der 
Knzymtrockenpriparate und der Enzymlésungen sowie von der 
Vorbehandlung des Enzyms in unverkennbarer Weise abhangen 
kann. Hierbei wurden nach unserer Ansicht veranderte Reaktions- 
bedingungen am Euzymkomplex geschatfen. Durch die Alterung 
und die Autolyse wird namlich die Konstitution des EKnzym- 
komplexes verindert, vielleicht durch Anlagerung spezifischer 


1) Diese Z. 173, 108 (1927/28). 
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Abbau- oder Umwandlungsprodukte von Begleitstoffen. Bei 
hinreichender Konzentration solcher Stoffe kann sich, hierfir 
liegen bereits Anzeichen vor, auch das optische Auswihlen selbst 
indern. 

An dieser Stelle sei auf ein Gebiet der Literatur verwiesen, 
das in den letzten zehn Jahren eifrige Bearbeitung gefunden hat, 
der widersprechenden Ergebnisse wegen aber noch keinen be- 
friedigenden AbschluB zeigt. P. Rona?) hat mit seinen Mit- 
arbeitern in eingehenden Untersuchungen das Verhalten einer 
Reihe von Stoffen, insbesondere Alkaloiden, Atoxyl und Natrium- 
fluorid auf Lipasen verschiedener Herkunft beschrieben. Wesent- 
liches Interesse beanspruchte dabei die Frage, ob die ,,Gift- 
empfindlichkeit“ der Enzyme nur von ihrer chemischen und physi- 
kalischen Konstitution abhingt, oder ob den natiirlichen, das 
Enzym begleitenden Stoffen ein EKinfluB auf die Wirkung der ,,Gifte“ 
zukommt. Anfainglich hat sie Rona in ersterem Sinne beantwortet. 
Nachdem aber R. Willstitter und F. Memmen?) einige Versuche 
an rohen und gereinigten Esterasen mitteilten, welche die Rolle 
der Begleitstoffe aufdeckten, haben sich spiter auch P. Rona und 
R. Ammon®) dahin geaiuBert, dab die ,,Giftempfindlichkeit“ ... 
,auch noch sicherlich stark von den nicht zum Fermentkomplex 
gehérenden Beimengungen beeinfluBt wird“. Diese Stellungnahme 
steht jedoch nicht in Einklang mit den experimentellen Ergebnissen 
der Untersuchung, die wir einige Seiten spiter folgendermafen 
zusammengefaBt finden: ,Was die Vergleiche der hemmenden 
Wirkung einiger Gifte auf das ungereinigte und dasselbe gereinigte 
Ferment anlangt, so konnte bei der Serumlipase und bei An- 
wendung von l- und d-w-Cocain kein Unterschied gefunden werden. 
Bei der Leberlipase wurden nicht wesentliche Unterschiede in 
dieser Richtung festgestellt.“ 

Fiir die gegenteilige Ansicht haben die Arbeiten von K. Gyo- 
toku‘) ein umfangreicheres Material beigebracht. Insbesondere 
ist die jiingste Untersuchung geeignet, die Annahme zu stiitzen, 
daB die ,,Giftwirkung“ der Zusatzstoffe von den Knzymbegleit- 
substanzen wesertlich abhingt. Je nach Herkunft des Enzyms 

1) Biochem. Z. 111, 166 (1920); 118, 213 (1921); 130, 225 (1921/22); 
134, 108 (1922/23); 134, 118 (1922/23); 141, 222 (1923); 146, 144 (1924); 163, 
197 (1925); 167, 171 (1925/26); 181, 49 (1926/27). 

2) Diese Z. 138, 216 (1924), und zwar S. 241 ff. 

8) Biochem. Z 181, 49 (1926/27), und zwar S. 75. 

*) Biochem. Z. 193, 39 (1927); 217, 279 (1929/30). 

14° 
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nimmt der hemmende bzw. aktivierende EinfluB bei der Reinigung 
in sehr betriichtlichem Mabe zu oder ab. 

Ks kann nicht unsere Aufgabe sein, an dieser Stelle die 
einander vielfach widersprechenden Befunde der verschiedenen 
Autoren aufzukliren, es mégen aber einige Anregungen der 
weiteren Bearbeitung dieses Gebietes férderlich sein. Zunichst 
wollen wir darauf hinweisen, daB man in der Beeinflussung lipa- 
tischer Enzyme durch Zusatzstoffe zwei prinzipielle Unterschiede 
sehen kann. Diese sind bedingt durch die Art ihrer Einwirkung 
auf den Enzymkomplex. Im Falle der Anlagerung von Strychnin 
an Menschenleberesterase werden nicht nur die quantitativen, 
sondern vor allem die qualitativen Verhiiltnisse, die sich in einer 
Anderung der Affinitiit ausdriicken kénnen, berihrt. Nach 
unseren Versuchen hat es, worauf bereits hingewiesen wurde, den 
Anschein, daB diese Vereinigung zwischen Zusatzstoff und EKnzym 
ohne Mitwirkung der accessorischen (unspezifischen) Begleitstoffe 
vor sich geht. In den anderen weitaus hiufigeren Fillen wird 
das Wirkungsvermégen nur in quantitativer Weise veriindert. 
Diese Erscheinung, unter die auch zum gréBten Teil die ,,Gift- 
empfindlichkeit* fallen wird, kann durch teilweise Inaktivierung 
der chemisch wirksamen Gruppe des Enzyms zustande kommen 


oder aber auch — weniger bei den Esterasen als vielmehr bei 
den Lipasen aus Magen und Pankreas — durch Beeinflussung 


des Kolloidzustandes, der bei diesen Enzymen im Gegensatz bei- 
spielsweise zum Invertin fiir ihr Wirkungsvermégen mitbestimmend 
ist. Da andererseits die accessorischen Begleitstoffe durch Assoziation 
mit dem Enzym dessen kolloide Natur bedingen, werden zwischen 
ihnen und den Zusatzstoffen Wechselwirkungen bestehen. Fiir 
die Aufkliirung der Abweichungen mancher Befunde der genannten 
Forscher kann diese Uberlegung sowie die fiir die Erklirung 
des Kinflusses von Strychnin notwendige Unterscheidung zwischen 
unspezifischen und spezifischen Begleitsubstanzen niitzlich sein. 
Im Anschlu8 an die in dieser Arbeit behandelte Frage haben 
wir gepriift, ob die Anderung der Kigenschaften des Enzym- 
komplexes, die der Zusatz von Alkaloiden hervorruft, wieder riick- 
gingig gemacht werden kann. Es wiire méglich, daB die Ein- 
wirkung des Zusatzstoffes auf das Enzym zu einer undissoziablen 
Verbindung fiihrt, oder daB sie, selbst wenn die Stoffe wieder zu 
entfernen sind, doch bemerkbare Anderungen am Enzym hinter- 
liBt. Als wir zwei Proben von Menschenleberesterase nach Zusatz 
von Strychnin einer 76- bzw. 60-stiindigen Dialyse unterwarfen, 
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zeigte das eine Enzym wieder sein urspriingliches optisches Aus- 
wihlen, wihrend beim anderen noch ein geringer EinfluB des 
Strychnins vorhanden war, anscheinend weil der Dialysiervorgang 
noch nicht beendet war. Beide Male hatte aber die Wirksamkeit 
der Enzymlésungen, gemessen mit Methylbutyrat, nach der Dialyse 
betriichtlich abgenommen. Die Wirkungsverminderung erfolgte 
in geringerem Mabe bereits auf den Zusatz des Alkaloids, in 
stiirkerem im Laufe der Dialyse. Betrachtet man jede Erscheinung 
fiir sich, so muB man die Einwirkung von Strychnin auf Menschen- 
leberesterase im einen Fall als reversiblen, im anderen als irre- 
versiblen Vorgang bezeichnen, 

Nur dieser zweite Vorgang, der auf einer Anderung des 
Wirkungsvermégens des Komplexes in quantitativer Beziehung, 
in der Hauptsache aber wohl auf einer Schiidigung des Enzyms, 
die natiirlich von der Zeit und der Art der Einwirkung der Zusatz- 
stoffe abhingt, beruhen diirfte, scheint uns bisher bei den be- 
sprochenen Versuchen iiber die ,,Giftempfindlichkeit® der Lipasen 
von den einzelnen Forschern ausgewertet worden zu sein. Denn 
nur dann kénnen so widersprechende Ergebnisse, wie sie sich 
hinsichtlich der Reversibilitit der ,,Giftwirkung* in den Arbeiten 
von P. Rona einerseits und K. Gyotoku andererseits finden, 
einigermaBen erklirt werden. 


Experimenteller Teil. 


I. Vergleich des Einflusses von Strychnin auf das optische Aus- 
wahlen der Menschenleberesterase in verschiedenen Reinheitsgraden. 


Zum Vergleich des Einflusses von Strychnin auf das optische 
Auswihlen der Menschenleberesterase in verschiedenen Reinheits- 
graden verwendeten wir miBig reine und hochgereinigte Knzym- 
priparate. Es schien uns nicht ratsam, die rohesten Priiparate, 
wie man sie etwa durch Ausziehen der frischen oder der ge- 
trockneten Leber mittels Ammoniak erhilt, dem Vergleich zugrunde 
zu legen, da die in Lésung gehenden groBen Mengen Eiweibkérper 
das Strychnin teilweise wegadsorbieren kénnten und dadurch nur 
konzentrationserniedrigend wirken wiirden. Wir entfernten deshalb 
aus den ammoniakalischen Ausziigen, die wir wie in den bisherigen 
Arbeiten aus den mittels Aceton dargestellten Trockenpraparaten 
gewannen, einen groBen Teil der Eiweifstoffe durch Essigsiiure- 
fillung und darauffolgende Dialyse. In so vorbehandelten Lésungen 
ist das Enzym etwa 15mal konzentrierter als in den Trocken- 
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priparaten. Die Reinheitsgrade waren beim Auszug aus Menschen- 
leber 6 (Trockenpriiparat vom 21. II. 1930) Lipasewert!) = 3,0, 
beim Auszug aus Menschenleber 7 (Trockenpriparat vom 24. V. 1930) 
Lipasewert = 2,9. 

Die reinen Praparate wurden aus diesen Liésungen durch 
Adsorptionsverfahren nach H. Kraut und H. Rubenbauer’) ge- 
wonnen. Das fiir Schweineleberesterase ausgearbeitete Verfahren 
lieB sich mit einiger Vorsicht auf das nicht immer sehr bestindige 
Kinzym aus Menschenleber iibertragen: 


1 Liter der 14 Wochen bei 6° und pj); = etwa 4 gealterten Lésung 
aus Menschenleber 6 entsprechend 458 Lipaseeinheiten') wurde mit 200 ecm 
n/40- Essigsiiure und darauf mit einer Suspension von 11,6 g salzsiure- 
behandeltem Kaolin versetzt. Nach Abtrennen des Kaolins und vorsichtiger 
Neutralisation verblieben in der Lésung 342 Einheiten, entsprechend 74,7 °/,. 
Wir engten die Lésung bei einer AuBentemperatur von etwa 35° und einer 
Innentemperatur von 3—4° sehr vorsichtig auf ein Viertel, niimlich 380 cem, 
ein, wobei der Verlust nur 31 Einheiten betrug. Zu 360 cem = 295 Ein- 
heiten gaben wir 180 cem n/100-Essigsiure und adsorbierten zunichst etwa 
84°/, des Enzyms an 3,25 g Kaolin. Die Elution hieraus erfolgte mittels 
n/80-Ammoniak in 10 Minuten. 248 ecm der neutralisierten Elution enthielten 
231 Einheiten = 94°/, der adsorbierten Esterase. Die weitere Reinigung 
bestand in einer Adsorption an Tonerde Cy und Elution aus dem Adsorbat. 
200 cem (186 Kinheiten) versetzten wir vorsichtig mit 100 cem n/100-Essig- 
siiure und anschlieBend mit Tonerdesuspension (0,1968 g Al,O,). Es wurden 
82,8°/9 = 154 Einheiten adsorbiert. Wir gewannen die Elution durch Be- 
handlung des Adsorbates mit 100 eem n/100-Ammoniak, das 0,5 g Diammon- 
phosphat enthielt. Nach Neutralisation mittels sehr verdiinnter Schwefel- 
siiure enthielten 213 ecm 104 Einheiten = 68°/, des adsorbierten Enzyms. 
Ammoniak allein eignet sich als Eluens schlecht, wir erzielten damit Ahnlich 
wie Kraut und Rubenbauer Ausbeuten von nur etwa 30°/,. Auf fhn- 
lichem Wege reinigten wir einen frisch dargestellten Auszug aus Menschen- 
leber 7. An die Voradsorption mit Kaolin schloB sich hier noch eine solche 
mit Tonerdegel an. Dabei wurden 26°), bzw. 13°/, Enzym wegadsorbiert. 
Nach dem Einengen der Lésung wiederholten wir die Tonerde-Voradsorption 
und adsorbierten erst dann wie im ersten Beispiel an Kaolin und darauf- 
folgend an Tonerde. Die Adsorptionsverhiiltnisse und Ausbeuten waren hier 
wie dort sehr ahnlich. Da in den Tonerdeelutionen, die das Enzym in 
reinstem Zustand enthielten, kleine Mengen Phosphat anwesend waren, 
konnte der Reinheitsgrad nicht direkt durch Bestimmung des Trocken- 
gewichtes ermittelt werden, Wir bestimmten daher den Lipasewert in den 
Ammoniakelutionen; er betrug im ersten Beispiel 22, im zweiten 25. Be- 





1) Die Enzymmenge (Lipaseeinheiten der Tabellen) ist ermittelt unter 
den in der II. Mitteilung (Ber. chem. Ges. 62, 1538 (1929), und zwar S. 1541] 
angegebenen Bedingungen. Der Reinheitsgrad ist bestimmt durch den 
Lipasewert, das ist die Zahl der in 1 eg der Trockensubstanz enthaltenen 


Lipaseeinheiten. 
2) Diese Z. 173, 103 (1927/28). 
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riicksichtigt man, daB die Elutionsausbeute durch Anwendung des Ammoniak- 
phosphat Eluens sich gut verdoppelt, so erhéhen sich die Lipasewerte noch 
um ein Betrichtliches, falls mit der erhéhten Enzymelution nicht auch 
gleichzeitig eine bessere Elution von Begleitstoffen einhergeht. 


Die gereinigten Priparate waren also 10mal reiner als die 
zum Vergleich dienenden ammoniakalischen Ausziige aus Trocken- 
leber nach Kssigsiurefallung und Dialyse. Sie waren im EKisschrank 
wihrend der Beobachtung in 3 Wochen ohne Aktivitiitsabnahme 
haltbar. 

Die vergleichenden Messungen, zusammengestellt in Tab. 1, 
zeigen, daB die durch Adsorptionsverfahren erzielte Verbesserung 
des Reinheitsgrades fiir den Kinflu8 von Strychnin auf das optische 
Auswihlen ohne wesentlichen Belang ist. In Versuch 3b der 
Tab. 1 fallt die starke Beschleunigung der Umsatzgeschwindigkeit 
bei Zusatz von Strychnin zu der ungereinigten Lisung auf. Diese 
groBe Aktivierbarkeit ist eine Folge der Alterung dieses Priiparates. 
Das gereinigte Priparat hat diese EKigenschaft wieder verloren 
(Versuch 4b). Wie wir im niichsten Abschnitt zeigen, tritt diese 
Abnahme bereits ein, wenn man die Lisung schwach alkalisch 
macht. Eine Auswirkung der Aktivierungserscheinung auf das 
optische Auswihlen ist nicht zu beobachten. 


II. Abhangigkeit der Alkaloidwirkung vom Alter sowie von der 
Vorbehandlung der Enzympraparate. 

Im Laufe unserer Untersuchungen haben wir ofter die Beob- 
achtung gemacht, daB die Beschleunigung der Umsatzgeschwindig- 
keit auf Zusatz von Strychnin vom Alter der Enzymlisungen 
sowie der Trockenpriiparate abhing. In allen diesen Fallen nahm 
die Aktivierbarkeit im Laufe des Alterns zu. So stieg sie bei 
Menschenleber 1 (Versuch 1b bzw. 2b der Tab. 2) von 47 auf 102°/,, 
bei Menschenleber 5 (Versuch 3b, 3c, 4b) von 0°/, auf 20 bzw. 
30°/, und bei Menschenleber 6 (Versuch 5b, 5d) von 28 auf 
92°/,. Meistens wird durch solche Anderungen auch das optische 
Auswahlen beriihrt. Kin strenger Zusammenhang zwischen beiden 
Erscheinungen besteht jedoch nicht; daB das nicht notwendig ist, 
haben wir bereits in der vorhergehenden Abhandlung begriindet. 
Der Zusatz von Strychnin bedingt bei Menschenleber 1 zuerst 
einen Unterschied der spezifischen Drehung der Mandelsiiure von 
68° (Versuch 1), beim spiteren Versuch einen solchen von 80° 
‘Versuch 2). Bei Menschenleber 5 erhéhen sich die Unterschiede 
iin [@], der Mandelsiure von 13° auf 23° und schlieBlich auf 36° 
(Versuch 3b, 3c, 4b). 
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Tabelle 2. 
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Die beschriebenen Erscheinungen kommen durch das Altern 
der Enzympriiparate zustande, von dem wir annehmen, daB es 
chemische Anderungen am Enzymkomplex hervorruft. 

Der Einflu8 von Strychnin auf die stereochemische Spezifitat 
hingt weiterhin von der Vorbehandlung des Enzyms ab. LaBt man 
die iiblichen schwachsauren Enzymlésungen, nimlich ammoniaka- 
lische Ausziige aus Trockenleber, vorgereinigt durch Essigsiiure- 
fillung und Dialyse, kurze Zeit bei alkalischer Reaktion stehen, so 
geht die Wirkung des Zusatzstoffes zuriick, die Beschleunigung 
der Reaktionsgeschwindigkeit und der EinfluB auf das optische 
Auswithlen werden geringer. Diese Beobachtung haben wir hiufig 
gemacht. Die friiheren Verhiiltnisse lassen sich durch Ansiuern 
dieser Lisung nicht wieder herstellen. Dagegen haben wir einige 
Male bei Jangerem Stehen bei alkalischer Reaktion wieder eine 
geringe Zunahme des Strychnineinflusses gefunden. Diese Wahr- 
nehmungen sprechen dafiir, daB es sich hier um voriibergehende 
Verinderungen am Enzymkomplex und damit der Bindungsfiahigkeit 
gegeniiber dem Alkaloid handelt. Auf gréBere Abweichungen 
des Alkaloideinflusses stieBen wir, wenn wir, wie es in mehreren 
Fiillen geschah, die zerkleinerte Frischleber nach griindlicher 
Durchmischung mit Toluol einige Tage dem proteolytischen Ab- 
bau bei schwach saurer Reaktion iiberlieBen und daraus die 
Enzymlésungen gewannen. Diese Liésungen, ammoniakalische, 
dialysierte Ausziige, unterliegen viel weniger der Strychninwirkung 
als die normalen Ausziige aus Trockenpriiparaten. Der geringe 
Unterschied im [@], der Mandelsiiure bei den Versuchen ohne 
und mit Alkaloidzusatz kommt hier hauptsichlich dadurch zustande, 
daB bei den Versuchen ohne Alkaloid die spezifische Drehung 
der Mandelsiiure einen ziemlich hohen negativen Wert erreicht. 
Diese Tatsache weist darauf hin, daB das stereochemische Aus- 
wiihlen der Ksterasen auch ohne Zusatz von Fremdstoffen allein 
durch Anderung am Enzymkomplex beeinflu8t werden kann. Wir 
werden iiber diesen wichtigen Befund in einer demnichst zu ver- 
Offentlichenden Untersuchung berichten. 

Einige Beispiele, die die Abhiingigkeit der Strychninwirkung 
von der Vorbehandlung des Enzyms zeigen, sind in Tab. 3 zu- 
sammengestellt. 


III. Zur Frage nach dem Wirkungsmechanismus der Alkaloide. 
Die in den beiden vorangehenden Abschnitten beschriebenen 
Versuche machen eine strengere Prizisierung der Abhangigkeit 
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des Alkaloideinflusses méglich. Auf Grund des Ergebnisses, daB 
der Kinflu8 von Strychnin auf Menschenleberesterase nicht von 
den unspezifischen, mit dem Enzym assoziierten Begleitstoffen 
abhingt und dab spezifische Veriinderungen am Enzymkomplex 
bisher nur zu kleineren Unterschieden gefiihrt haben, ist es 
gerechtfertigt, die Alkaloidwirkung hinsichtlich ihres Mechanismus 
zu erforschen. Welche Beziehungen bestehen hinsichtlich der 
Strychninwirkung zwischen Enzym- und Alkaloid-Konzentration? 
Die Versuche 5 und 6 der Tab. 4, bei denen in gleichen Ver- 
suchsansiitzen 50 mg Strychnin, das eine Mal auf 6 Lipaseeinheiten, 
das andere Mal auf nur 3 Einheiten einwirkten, zeigen, daB bei 
sleicher Strychninkonzentration die Variation der Enzymmenge 
(in bestimmten Grenzen) an der Alkaloidwirkung nichts dndert. 
Die Unterschiede im [@], der Mandelsiiure der Versuche ohne 
und mit Alkaloid betragen im Versuch mit 6 Einheiten 47°, in 
dem mit 3 Einheiten 51° Dieser Befund deckt sich mit den 
Beobachtungen von P. Rona und seinen Mitarbeitern!), welche 
die EKinwirkung von Atoxyl und Chinin auf Serumlipase ver- 
schiedener Tiere sowie von Chinin auf Magenlipase des Hundes 
unabhingig von der Enzymmenge fanden. Andern wir nun aber 
die Alkaloid-Konzentration, indem (Versuch 1 und 2 derselben 
Tabelle) 50 mg Strychnin das eine Mal im Versuchsansatz von 
50 ccm, das andere Mal im Ansatz von 100 ccm auf 6 Lipase- 
einheiten bei gleicher Esterkonzentration einwirkte, so sind die 
Unterschiede im [@], der Mandelsiure sehr verschieden; sie be- 
tragen bei der doppelten Alkaloidkonzentration 57°, bei der ein- 
fachen 23°. Zum gleichen Ergebnis fiihrten die Versuche 3 und 4; 
es ist jedoch dabei zu bemerken, da8B der Vergleich dadurch 
etwas beeintriichtigt wird, daB die Substratkonzentration in den 
beiden Versuchspaaren nicht gleich ist. Nach den Versuchen der 
vorigen Abhandlung (S. 403) geht mit der Erniedrigung der Sub- 
stratkonzentration von 0,25 ¢ auf 0,025 g Ester: 50 ccm eine 
Verminderung des Wertes fiir die spezitische Drehung von etwa 
20° einher. Nach Beriicksichtigung dieses Umstandes steht dem 
Wert von 76° in Versuch 3 (hohe Alkaloidkonzentration) der Wert 
von etwa 40° (an Stelle von 22°) in Versuch 4 (niedere Alkaloid- 
konzentration) bei gleicher Substratkonzentration gegeniiber. 
Diese Befunde lassen bereits einen SchluB auf die Dissoziations- 





11 P. Ronau E. Bach, Biochem. Z. 111, 166 (1920) u. zwar S. 180 ff.; 
P. Rona u. D. Reinicke, Biochem. Z. 118, 218 (1921) und zwar S. 224; 
P. Rona u. M. Takata, Biochem. Z. 134, 118 (1922/23) und zwar S. 125. 
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fihigkeit der Enzym—Alkaloid-Verbindung zu. Die Bestitigung 
dafir brachten 2 Dialyseversuche. Mit Esterasen aus Menschen- 
leber 1 und 6 wurden je 3 Versuche ausgefiihrt, ein Versuch ohne 
Alkaloid, ein zweiter nach Zusatz von Strychnin und ein dritter 
nach lingerer Dialyse der Enzym—Strychnin-Mischung in Hammel- 
blinddiirmen. Die Ergebnisse sind nachfolgend zusammengestellt. 





| 
| 


- a nn a o 
=| = |¢@ 8 2 
1 fe 3 i) => ond 3s a ss 
a & a : : 
Ver- . n © % 3 &0 4 be ‘2 ~ cS 
Esterase aus 22. 5 @ = w oS Ac 
such iS «| = eA aU os a a 
Hslzal| a a & 53 
oe re a) - = 3 
ac : a 
la Menscheuleber 1 6 5'/, 16,0 +0,12° + 8,9° 
? 1 6 | 3 17,5 119 —15,9 
1 6 51, 17,6 +0,12 + 8,1 
Qa : 6 6 | 5 11,0 | +0,00 + 0,0 
b “ 6 6 | 2%, | 121 —0,78 — 16,5 
¢ 2 6 6 5 10,2 —0,18 — 15,0 




















Wihrend das Enzym in Versuch 1c nach 76 stiindiger Dialyse 
sein urspriingliches optisches Auswihlen zeigte, war dasselbe in 
Versuch 2c nach 60stiindiger Dialyse nicht wieder ganz her- 
gestellt. Es ist wahrscheinlich, da8 die Dialyse zu friih ab- 
gebrochen wurde. Um jedoch die Méglichkeit einer irreversiblen 
Verinderung des Enzymkomplexes durch die Einwirkung von 
Zusatzstoffen véllig auszuschalten, ist eine Wiederholung der Ver- 
suche unter Einbeziehung der Kaninchenleberesterase notwendig. 

Die Wirksamkeit der Esterase, gemessen mit Buttersiure— 
Methylester, nimmt nach Zusatz von Strychnin nur unbedeutend, 
im Lanfe der Dialyse etwas stairker ab. Der Auszug aus Menschen- 
leber 6 zeigte beispielsweise vor Strychninzusatz 60 Lipase- 
einheiten, unmittelbar nach dem Zusatz 54,5 EKinheiten und nach 
der 60 stiindigen Dialyse nur mehr 37,2 Einheiten. Wir glauben, 
daB der Riickgang der Wirksamkeit auf eine Schadigung des 
Enzyms, vielleicht auch auf eine durch das Alkaloid vermittelte 
Adsorption an die tierische Membran zurickzufihren ist. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft sprechen wir fiir die 
Férderung unserer Untersuchungen aufrichtigen Dank aus. 


oe 


1) Vgl. Anm. 1, S. 206. 

















Uber die Reinigung des Tuberkulins (1). 
Von 


Ernst Maschmann und Emil Kiister. 


(Aus dem Georg Speyer-Hause und dem Staatlichen Institut {lr experimentelle Therapie, 
Frankfurt a. M.) 


(Der Redaktion zugegangen am 28, Oktober 1930.) 
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I. Einleitung. 


Wenn die Hoffnung, im Tuberkulin das Heilmittel gegen 
Tuberkulose zu besitzen, auch nicht in Erfillung gegangen ist, 
so sind die biologischen, namentlich diagnostischen Eigenschaften 
des Tuberkulins so bemerkenswert, daB die reichlich aufgewandte 
Miihe, spezifisch wirksame Korper, besonders den fiir das tuber- 
kulése Meerschweinchen unter charakteristischen Erscheinungen 
tédlich wirkenden Stoff aus dem Tuberkulin zu isolieren und zu 
identifizieren, erklirlich ist. Die Bemiihungen waren jedoch 
wenig erfolgreich: noch immer widersprechen sich die Angaben 
der einzelnen Bearbeiter so ziemlich in allem, besonders iiber die 
Kigenschaften und die Natur des tédlich wirkenden K6rpers, 
Da in der referierenden Literatur die Arbeiten, die sich mit der 
Reinigung des Tuberkulins befassen, ausfibrlich zusammengestellt 
sind’), wollen wir hier auf eine historische Darstellung verzichten. 





1) E.P.Pick u. F.Silberstein, in Kolle-Kraus-Uhlenhuth, 
Handbuch der pathogenen Mikroorganismen, Beriin 1929. Bd. LU, Tl. 1, 8. 317. 
und zwar 5. 420. 
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Ks bedarf nur der Erwihnung, daf ein Vergleich der einzelnen 
Ergebnisse nicht méglich scheint, da die Angaben in den Arbeiten 
iiber Ausbeute und Konzentration des spezifisch wirksamen Kérpers 
sehr spirlich sind und unter Verwendung von Bestimmungs- 
methoden erhalten wurden, deren Vergleichsméglichkeit immer 
noch bezweifelt werden muB. 

Im folgenden berichten wir iiber Ergebnisse von Unter- 
suchungen, die wir auf Anregung von Herrn Geheimrat W. Kolle 
unternommen haben, um unter Zuhilfenahme der von Richard Will- 
stiitter und seiner Schule ausgearbeiteten Adsorptionsmethode, den 
im Tuberkulin spezifisch wirksamen Korper zu isolieren, d. h. den 
Stoff, der das tuberkulése Meerschweinchen innerhalb 24 Stunden 
unter charakteristischen Erscheinungen, das sind entziindliche 
Reaktionen um die Thce.-Herde, titet. Als Ausgangsmaterial 
bedienen wir uns eines keimfrei filtrierten Tuberkulins, das durch 
Wachstum unsres Institutsstammes Tbe. hum. 16 auf ,,Sauton- 
Nihrlésung“!) wihrend 6 und mehr Wochen bei 88° erhalten 
wird. Da der spezifisch wirksame Korper in diesem Tuberkulin 
in einer fiir die Adsorption ,,benachteiligten“ Konzentration*) vor- 
liegt, bemiihten wir uns zuerst, ihn in eine ,,bevorzugte“ Konzen- 
tration”) zu bringen. Nach verschiedenen Versuchen entschieden 
wir uns zur Vorreinigung des ,,Sauton-Tuberkulins“ durch Dialyse 
und nachfolgender ,,Saiureflockung“. Dasselbe Endergebnis wird 
erzielt, wenn man zuerst ,,flockt“ und dann dialysiert; praktischer 
ist jedoch der erste Weg. Die Dialyse ist verlustreich: unter Ver- 
wendung sogenannter Fischblasen gehen bei 3-tigiger Dialyse 
25—30°/, am spezifisch wirksamen Korper verloren. Der Stoff 
ist im AuBbenwasser nachzuweisen, das besagt, daB er durch tierische 
Membran diffundiert. Diese Feststellung steht in Ubereinstimmung 
mit dem Befund von E. Léwenstein und EK. P Pick®), aber im 
Gegensatz zu den Angaben von F. B. Seibert und KE. R. Long), 
nach denen innerhalb 5 Tagen kein wirksamer K6rper durch 
tierische Membran und Pergamentpapier hindurchgehen soll]. Die 
Differenz riihrt u. a. daher, daB die von den amerikanischen 
Forschern benutzten Bestimmungsmethoden, die Intracutan- und 
Spermatocytreaktion nicht erlauben, den Verlust an wirksamem 


') C. r. Acad. sci. 155, 860 (1912). 

?) H. Kraut, Habilitationsschrift Miinchen 1925. 

*) Biochem. Z. 31, 142 (1911). Schon Robert Koch hatte beobachtet, 
da8B das ,,Tuberkulin“ diffundiert. 

‘) American Review of Tuberculosis 73, 404 (1926). 
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Kérper zu erfassen, d. h. die Fehlergrenzen der Methoden grifer 
als 25°/, sein miissen, oder daB die Starke der Hautreaktion nicht 
ausschlieBlich von der Menge des spezifisch wirksamen Kérpers be- 
stimmt, sondern mehr oder minder von nicht dialysablen Begleit- 
stoffen beeinfluBt wird. Unsre Versuche erlauben mit Bestimmtheit 
die Aussage, daB der fiir das tuberkulése Meerschweinchen tid- 
lich wirkende Stoff durch tierische Membran verhiiltnismabig 
schnell diffundiert. 

Stellt man das dialysierte ,Sauton-Tuberkulin“ mit Essigsiiure 
auf p,, 3,8 ein, dann scheiden sich Kiweibstoffe ab, ohne daB sich 
der Gehalt an spezifisch wirksamen Korpern meBbar indert. 
Die Flocken enthalten, wie die Untersuchung sehr stark kon- 
zentrierter ,,Flockenlésungen“ ergeben hat, ungefihr 1 °/, des spe- 
zifischen K6rpers, eine Menge, die innerhalb der MeBgenauigkeit 
der Methode fallt. Ein gleiches Verhalten zeigen beim Ansiuern 
(nichtdialysiertes) ,Sauton-Tuberkulin“ und Alttuberkulin; auch sie 
werden von hochmolekularen Kiweifstoffen ohne meBbaren Wirkungs- 
verlust befreit. Diese Feststellung steht zu Angaben von EK. R. Long 
und Ff. B. Seibert?) im Gegensatz: Sie finden sowohl in den aus- 
geschiedenen Stoffen, als auch in der Restlésung kraftige Tuberkulin- 
reaktion. Die Priifungsmethoden der amerikanischen Forscher 
sind die Spermatocytreaktion von EK. R. Long?) und die Intracutan- 
methode von P. H. Rémer. Auch hier vermuten wir den Grund 
der auseinandergehenden Befunde in der gegen die Inhaltsstoffe 
des Tuberkulins verschieden ansprechenden Methoden. 

Aus dem durch Dialyse und ,,Saureflockung“ vorgereinigten 
ysauton-Tuberkulin“ wird besonders bei saurem p,, der spezifisch 
wirksame K6rper mit guter Ausbeute von Kaolin adsorbiert. Die Zer- 
legung des Adsorbates nehmen wir mit sehr verdiinntem Ammoniak 
vor. Man erreicht durch die Adsorption eine quantitative Trennung 
niedermolekularer Eiwei8stoffe von den Kohlehydraten, die in 
reichlichen Mengen im ,,Sauton-Tuberkulin“ enthalten sind. Diese 
scharfe Trennung gelingt z. B. nicht mit Tonerdehydrat Cy (Will- 
staitter-Kraut). Die aus der Elution gewonnenen Priparate, 
in denen der spezifisch wirksame Ko6rper enthalten ist, zeigen 
alle schwache Biuret- und Ninhydrin-Reaktion, manche auch 
Millonreaktion. Die Stoffe, die Tryptophan- und Molisch-Reaktion 
gaben, sind bei der Reinigung verlorengegangen. 





1) American Review of Tuberculosis 13, 398 (1926). 
%) J. Infect. Dis. 37, 368 (1925). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXCIIL. 15 
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Dieses durch Vorreinigung, Adsorption und Elution gewonnene 
Stoffgemisch dient uns jetzt als Ausgangsmaterial fiir Versuche, 
die Reinigung, soweit es die Bestimmungsmethode erlaubt, durch 
,selektive* Adsorption so hoch wie mdglich zu treiben, um die 
Frage, ob der spezifisch wirksame Stoff ein Polypeptid ist, oder 
zu welcher Klasse organischer Stoffe er sonst gehért, einer 
Klirung niherzufithren. Wir beginuen auch synthetisch dar- 
gestellte Polypeptide auf ihr Verhalten gegen tuberkulése Meer- 
schweinchen zu untersuchen, um von dieser Seite her zu versuchen, 
die Frage nach der Natur und Zusammensetzung des nur durch 
seine spezifisch biologischen Kigenschaiten charakterisierten Kérpers 
zu beantworten. 


II. Das Ausgangsmaterial. 


Um den spezifisch wirksamen Kérper aus einem Tuberkulin 
zu isolieren, das méglichst wenig ,,Ballaststoffe enthalt, verwandten 
wir zur Herstellung unseres Ausgangstuberkulins die von B. Sauton 
angegebene') Nibrlésung, die wie folgt zusammengesetzt ist: 


a a er ee 4,00 g 
Citronensiiure ........ 2,00 g 
Sek. Kaliumphosphat. . . .. . 0,50 g 
Magnesiumsulfat . ..... . 0,50 g 
Kisen-ammon-citrat . . . . 0,05 g 
Giyeorim . . «+ 1. + 1. +.» GOOg 
Wasser (dest.) . . . . . . . . 1000,00 cem 


Die Kinstellung von p,, 7,2 geschieht mit Ammoniak. Be- 
impft man z. B. 500 ccm der zweimal sterilisierten Nihrlésung 
in einem Literkolben mit Tub. hum. 16 und bewahrt die Lésung 
bei 88° auf, so setzt nach einiger Zeit ein kriftiges Bakterien- 
wachstum ein, das zu einer sehr starken ,,Rasenbildung“ fihrt. 
Nach ungefihr 8 wéchigem Wachstum zeigt die Kulturfliissigkeit 
nach der Faltenfilter-Filtration, wobei der gréBte Teil der Bakterien 
zuriickgehalten wird und nach der Filtration durch Berkefeld- 
kerzen N, wodurch das Tuberkulin von den letzten Keimen befreit 
wird, beim gesunden Meerschweinchen keine, beim tuberkulésen 
Tier dagegen in Dosen von 0,4—0,6 ccm innerhalb 24 Stunden 
unter spezifischen Erscheinungen tédliche Wirkung. Der Gehalt 
an wirksamer Substanz ist bei gleichen Kulturbedingungen ziem- 
lich konstant, wie die in der Tab. 1 zusammengestellten Ergeb- 
nisse dartun. Die festgestellten Schwankungen beruhen zum 
eriBten Teile wohl auf der Streuung der Bestimmungsmethode. 


' C. vr. Acad. Sei. 155, 860 (1912). 
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Tabelle 1. 





Nummer des Ansatzes 1 2 3 4 5 


Dosis letalis nach 8 wochigem Wachs- 
ee Ee Pee ee eee 0.60 | 0,50 | 0,60 | 0,40 | 0,60 

















Der Gehalt des ,,Sauton-Tuberkulins“ an spezifischem Stoff 
ist weitgehend abhingig von der Wachstumsdauer, wie die An- 
gaben der Tab. 2 es deutlich zeigen. 





Tabelle 2. 
Wachstumszeit in Tagen | 17 | 23 | 37 | 50 | 246 
Dosis letalis in cem +1........ | 3,75 | 2,50 | 0,75 | 0,60 | 0,09 


Eine gewisse Parallelitit zwischen dem Gehalt des ,,Sauton- 
Tuberkulins“ an wirksamem Ké6rper und an Inhaltsstoffen ist 
nicht zu tibersehen: Man wird wohl nicht fehlgehen, wenn man 
in der Autolyse der abgestorbenen Bazillen, die in groBen Mengen 
den Boden der GefiBe bedecken, nicht nur die Ursache des Ge- 
haltes des Tuberkulins an Eiweifstoffen und Kohlehydraten, son- 
dern auch eine nicht unwesentliche Quelle des wirksamen Kérpers 
erblickt. 

Das _ ,,Sauton-Tuberkulin“ von griinstichig-gelber Farbe be- 
sitzt einen charakteristischen Geruch; mit Ather oder Benzol 
werden Stoffe extrahiert, die an den Geruch von Hyazinthen er- 
innern. Der spezifisch wirksame Korper ist, wie man seit langem 
weiB, thermostabil; nach unseren Feststellungen ist er auch 
, Siure-stabil“, denn wochenlang bei p,, 3,8 unter Toluol im 
Eisschrank aufbewahrtes dialysiertes und ,,getlocktes“ Tuberkulin 
erleidet keine meBbare EinbuBe an Wirksamkeit, wie aus den 
Daten der Tab. 3 hervorgeht. 


Tabelle 3. 








80 | 120 





Priifung nach Tagen | 1 | 3 | 18 | 32 | 65 





Dosis letalis in cem +1.... | 1,30 | 1,20 | 1,20 | 1,30 | 1,25 | 1,30 | 1,30 


Die Mehrzahl unserer Tuberkulinansiitze enthielt hitzekoagu- 
lables EiweiB; fiir die Menge des hochmolekularen EiweiB ist die 


1d” 
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Dauer des [Dakterienwachstums von besonderer Bedeutung, so 
daB die Annahme, die Autolyse der Bakterien foérdere je linger 
sie dauert, um so mehr Kiweibstoffe in Lésung, nicht von der 
Hand zu weisen ist. Dasselbe gilt auch fiir den Gehalt des 
Tuberkulins an Kohlehydraten. Wir haben auch einen Tuberkulin- 
ansatz in Hiinden gehabt, der beim Aufkochen keinen EiweiB- 
niederschlag gab; wir haben ferner ‘l‘uberkulin verarbeitet, das 
bei saurer Reaktion und gelinder Wirme EiweiB ausschied, wel- 
ches beim Steigern der Temperatur in Lésung ging und beim 
Erkalten wieder ausfiel. Das Verhalten dieses EiweiBkérpers er- 
innert an das des Bence-Jonesschen FEiweib. 

Die typischen Reaktionen des Eiwei8 und seiner Bausteine 
sind zum ‘Teil durch das Glycerin und die Ammonsalze verdeckt, 
so dab zur eindeutigen Sichtbarmachung der Reaktionen die Vor- 
reinigung durch Dialyse notwendig ist. Das dialysierte Sauton- 
T'uberkulin gibt sehr deutlich Biuret-, Millon-, Tryptophan-, Nin- 
hydrin- und Molischreaktion. Mit Pikrinsiure, Uranylacetat, 
Quecksilberchlorid und Phosphorwolframsiure treten Fiallungen 
auf; auch Ammonsulfat fiillt bei ?/, Siattigung einen Nuieder- 
schlag aus. 

Vergleicht man unsere Beobachtungen mit den Angaben von 
Kk, Lowenstein und E. P. Pick!) iiber die Eigenschaften des 
aus ,kiinstlichen® Nihrlésungen dargestellten Tuberkulins, so fallt 
auf, daB Lowenstein und Pick beim Kochen von Tuberkulin 
weder bei neutraler noch bei saurer Reaktion Triibung wahr- 
nahmen, daB sie keine Biuret- und Millonreaktion, keine Fallung 
mit Essigsiiure—Ferrocyankalium, kein Aussalzen mit Ammonsulfat 
selbst bei Ganzsattigung feststellen konnten. Erklirbar scheint 
das Ausbleiben der Biuret- und Millonreaktion durch die Gegen- 
wart von Glycerin und Ammonsalzen zu sein. Dagegen kénnte 
das Ausbleiben der Fiallungsreaktionen, vor allem das Fehlen 
von hitzekoagulablem Eiweib, seinen Grund haben in der Prifung 
nur eines Ansatzes, der zufilligerweise, ihnlich wie wir es bei 
einem von unseren Ansiitzen beobachtet haben, kein hitzekoagu- 
lables EKiweif enthielt. 

Durch das Wachstum der Bakterien wird das urspriinglich 
schwach alkalische p,, nach der sauren Seite hin verschoben. Die 
Tab. 4 enthilt einige elektrometrisch gemessenen Werte: von p, 
7,2 tritt eine Verschiebung nach 5,65—5,90 ein. 


1) Ava. O. 
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Tabelle 4. 





| 3 | | » 


2 4 
Py nach etwa 8 wochigem Wachstum. | 5,65 | 5,79 | 5,90 | 5,85 | 5,80 





Nummer des Ansatzes | 1 | 





III. Wher die Bestimmung des spezifisch wirksamen Kérpers 
im Tuberkulin. 

Die Isolierung eines Stoffes bedarf nach R. Willstitter’) 
der quantitativen Kontrolle, ,,1. hinsichtlich der Ausbeute im Ver- 
haltnis zum Ausgangsmaterial, 2. hinsichtlich der Konzentration, 
des Reinheitsgrades* des zu isolierenden Stoffes, ,,in den erhaltenen 
Lésungen und Praparaten“. Der Mangel an exakten quantitativen 
Bestimmungsmethoden fiir Stoffe, die nur durch ihr spezifisch 
biologisches Verhalten im Tierkérper charakterisiert sind, gestaltet 
die Reinigung dieser KGrper sehr schwierig. Die MeBgenauigkeit 
der Methoden zur Bestimmung von Tetanus- und Diphtherietoxin 
und ihrer Antikérper erlaubt bei der Reinigung von Toxinen und 
Antitoxinen alle Méglichkeiten der Willstatterschen Adsorptions- 
technik auszuschépfen.*) Bei der Reinigung des Tuberkulins steht 
keine Bestimmungsmethode fir den spezifisch wirksamen Kérper 
von der Leistungsfihigkeit der 'Toxin- und Antitoxin-Bestimmungs- 
methoden zur Verfiigung. Wie wenig die vorgeschlagenen Aus- 
wertungen befriedigen*), zeigen die dauernden Bemiihungen um 
die bessere Ausgestaltung der Wertbestimmung des Tuberkulins. 
Diese Bestrebungen scheinen uns so lange erfolglos zu sein, 
als man als Testobjekt das tuberkulése Meerschweinchen 
verwenden muB, 

Das Fehlen einer einwandfreien Bestimmungsmethode ge- 
staltet die Reinigung des im Tuberkulin enthaltenen spezifisch 
wirksamen Ko6rpers schwierig; auch ist dieser Mangel sehr 
wahrscheinlich mitbestimmend fiir die recht stark auseinander- 
gehenden Angaben iiber die Eigenschaften des Kérpers. Da man 
zur Sicherheit die Versuche oftmals wiederholen muB, damit die 
Ergebnisse eine gesicherte Grundlage fiir die weiteren Reinigungs- 





’) Ber. chem. Ges. 55, 3601 (1922). 

®) Uber die Reinigung von Toxinen und Antitoxinen wird der eine 
von uns (E. M.) umgehend berichten. 

5) H. Hetsch, H. SchloBberger u. F. W. Wichmann, D. med. 
Woch. 54, 607 (1923); E Husted, Acta pathol. et microbiol. Scandinavica 
1930, Suppl. III, S.167; R. Philip u. A. G. Me Kendrick, Journ. of Hy 


giene 30, 221 (1930). 
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maBnahmen abgeben kénnen, sind Fortschritte nur langsam zu 
erzielen. 

Zur Bestimmung des spezifisch wirksamen Ké6rpers im Tu- 
berkulin stehen die intracutane und die subcutane Methode zur Ver- 
figung. Die von E. R. Long!) ausgearbeitete und von E. R. Long 
und F. B. Seibert’) bei ihren Reinigungsversuchen benutzte 
»spermatocytreaktion® ist nicht nur ihrer langen Dauer und 
Kompliziertheit wegen als Grundlage fiir eine Bestimmungsmethode 
ungeeignet*). Die Intracutanmethode von P. H. Rémer benutzt 
die Uberempfindlichkeit der Haut tuberkuléser Meerschweinchen 
als Reagens und beurteilt aus der Stirke und Grobe der ent- 
ziindlichen Impfstelle den Gehalt an ,,Tuberkulin“®. Die Subcutan- 
methode macht sich die tédliche Wirkung des spezifisch wirk- 
samen Kérpers auf tuberkulése Meerschweinchen zunutze und 
bestimmt die Menge Tuberkulin, die notwendig ist, um das Tier 
unter spezifischen Erscheinungen innerhalb 24 Stunden zu téten. 

Die Intracutanmethode hat den Vorzug, daB man an einem 
Tier mehrere Dosen derselben Lésung und gleichzeitig zum Ver- 
gleich ein Standardtuberkulin priifen kann. Die Bezugnahme auf 
ein Standardpriparat erlaubt einigermaBen die individuellen Unter- 
schiede der Tiere auszuschalten. Doch stehen diesem Vorteil u. E. 
groBere Nachteile entgegen: Die Methode ist sehr _,,subjektiv“ 
und von technischen Zufilligkeiten abhingig; vor allem aber 
fehlt bis heute trotz vieler Miihe der einwandfreie Beweis, daB 
der durch die ,,Hautreaktion“ gemessene mit dem tédlich wirkenden 
K6rper identisch ist. Unsere Versuche erlauben noch keine Ent- 
scheidung diese Frage; sie scheinen darauf hinzuweisen, daB die 
Begleitstoffe nicht ohne EinfluB auf die Stirke der Hautreaktion 
sind und dadurch ein gréBerer Gehalt an spezitisch wirkendem 
Stoff vorgetiiuscht wird. Wir werden auf diese Fragen zuriick- 
kommen, sobald wir mit hochgereinigten Priparaten vergleichende 
Wertbestimmungsversuche durchgefiihrt haben. Man kann natiirlich 
denselben EKinwand auch gegen die Subcutanmethode machen und 
wir haben ihn erhoben, indem wir uns die Frage vorlegten, in- 
wieweit die spezifische Wirkung, die innerhalb von 24 Stunden zum 
Tode fiihrt, von den Wirkungsbedingungen abbingig ist. Wir 





') J. of Infect. Diseases 37, 368 (1925). 

2) Americ. Rev. of Tuberkulosis 73, 893 ff. (1926). 

5) H. Hetsch, H. SchloBberger u. F. W. Wichmann, D. med. 
Wochschr. 54, 607 (1928); H. Calvi, Arbeiten a. d. Staatsinstitut f. experim. 


o>.) 


Therapie u. d. Georg-Speyer-Haus 22, 1 (1929). 
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konnten bis jetzt keine Anhaltspunkte finden, die darauf hinweisen, 
daB der unter spezifischen Erscheinungen einhergehende 'l'od von 
Begleitstoffen irgendwie beeinfluBt wird. Weiter konnte festgestellt 
werden, daB innerhalb der MeBgenauigkeit Unterschiede in der 
Wirkung des spezifischen Stoffes 1. bei verschiedenem p,, 2. bei 
verschiedener Konzentration nicht vorhanden sind, d. h. die 
Wirkung ist vom p,, unter der Verdiinnung der Lisung weit- 
gehend unabhingig. 

Zur Bestimmung des spezifisch wirksamen Kérpers im Tu- 
berkulin ziehen wir die Subcutan- der Intracutanmethode vor. 
Die Ungenauigkeit der Subcutanmethode, die man in Kauf nehmen 
mu8, wenn man die Reinigung des Tuberkulins anstreben will, 
rihrt vom Testobjekt, dem tuberkulésen Meerschweinchen her. Die 
individuellen Unterschiede in der Empfindlichkeit der tuberkulésen 
Tiere gegen den spezifisch wirksamen Kérper im Tuberkulin wird 
zur Hauptsache von der Verschiedenartigkeit des Krankheitsprozesses 
bedingt. Ks ist fiir die Empfindlichkeit der Tiere nicht gleichgiiltig, 
ob das Tier eine generalisierte Tuberkulose, eine Lungentuberkulose, 
eine Lebertuberkulose usw. hat und wie weit der tuberkulise 
ProzeB fortgeschritten ist. Es ist zur Zeit nicht méglich, irgend- 
ein Merkmal aufzufinden, das bestimmte Angaben iiber die Art 
und Hohe der tuberkulésen Infektion macht, d. h. die Empfindlichkeit 
der Tiere zu registrieren erlaubt, um gleichwertige Tiere fiir einen 
Versuch heraussuchen zu kénnen. Und wenn das geliinge, so wiire 
noch nicht viel erreicht; denn die dauernde Gleichwertigkeit aller 
zu den Priifungen benutzten Tiere verschiedenster Reihen ist auch 
dadurch nicht gewihrleistet. Weder die Gewichtsabnahme, noch die 
Priifung mit Standardtuberkulin, noch die Vorpriifung mit der 
Intracutanreaktion liefern untriigliche Beweise fiir das gleichmiiBige 
Ansprechen der Tiere gegen Tuberkulin. Um die individuellen 
Schwankungen einigermaBen auszugleichen, miissen mehrere Tiere 
mit derselben Dosis untersucht werden; um die Reproduzierbarkeit 
der Versuche in ertriiglichen Grenzen zu gewilrleisten, bedarf es 
der mehrmaligen Wiederholung der Versuche unter Verwendung 
von Tieren verschiedener Reihen. ‘Trotz dieser Mafnahmen mub 
man sich immer der ,,Streuung“ der Zahlenangaben bewubt bleiben. 

Zur Priifung verfahren wir wie folgt: 100 Meerschweinchen 
im Gewicht von etwa 400 g werden subcutan (linke Brustseite) 
mit 3/,mg Tb. hum.16 in wibriger Suspension geimpft. Die Tbe.- 
Suspension muB zur Vermeidung von Klumpénbildung sorgfaltig 
hergestellt werden. Zu diesem Zwecke werden zwischen Filtrier- 
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papier kurz getrocknete Bakterien abgewogen, mit weuig physiol. 
Kochsalzlésung im Mérser zu einem diinnen Brei angerieben, dieser 
mit der berechneten Menge Kochsalzlésung in eine gut schlieBende 
Stépselflasche tibergespiilt und mit Glasperlen einige Stunden ge- 
schiittelt. Ungefabr 4 Wochen nach der Impfung tritt Gewichts- 
abnahme der Tiere ein und einige sterben aus der Reihe. Die 
anfallenden Tiere werden durch Sektion auf die Art und Hohe der 
Infektion untersucht, um ein ungefihres Bild von der Reife der 
Tiere zu erhalten. Die Verluste bis zur Verwendung der Tiere zur 
Bestimmung kénnen groB sein. Obwohl wir uns bewuBbt sind, daB 
der Ausfall der Standard-Tuberkulinpriifung nichts iiber die Emp- 
findlichkeit der anderen Tiere einer Reihe aussagt, untersuchen 
wir einige Tiere auf ihr Verhalten gegen Standard- und Sauton- 
Tuberkulin. Haben wir die Uberzeugung, daB die Reihe prifungs- 
reif ist, dann ermitteln wir zuerst die Dosis letalis unseres Aus- 
gangstuberkulins, d.h. wir bestimmen die fiir diese Tierreihe not- 
wendige Menge Sauton-Tuberkulin, die innerhalb 24 Stunden unter 
spezifischen Erscheinungen tétet. Zur Bestimmung des Gehaltes 
von Lésungen und Priparaten an spezitisch wirksamer Substanz 
ermitteln wir zuerst die ungefihre Lage der Dosis letalis, um 
dann unter Verwendung von 2—4 'Tieren fiir jede Dosis die genaue 
Auswertung vorzunehmen. Der Versuch wird einige Male wieder- 
holt, auch unter Verwendung von Tieren einer anderen Reihe, um 
Differenzen in der Empfindlichkeit festzustellen. 

Wir bezeichnen die Menge spezifisch wirksamer Substanz, 
die in einer Dosis letalis enthalten ist, mit Tuberkulin-Einheit, 
abgekiirzt T'b.-E. Und wir verstehen unter dem Tuberkulinwert 
die Anzahl Tb.-E., die in einem Gramm fester Substanz ent- 
halten sind. 


IV. Die Dialyse tuberkulinhaltiger Losungen. 


Da die Dialyse zur Vorreinigung des ,,Sauton-Tuberkulins“ 
dienen sollte, war die Kenntnis des Difiusionsverhaltens des spe- 
zifisch wirksamen Kérpers im Tuberkulin von ausschlaggebender 
Bedeutung fiir den Wert dieser ReinigungsmaBnahme. Die Wider- 
spriiche, die iiber das Diffusionsvermégen des spezifischen Ko6r- 
pers in der Literatur zu finden sind, waren zu kliren: Wahrend 
EK. Lowenstein und E, P. Pick?) das Tuberkulin als ,,dialysabel“ 
bezeichnen, sprechen E. R. Long und F. B. Seibert?) dem Tuber- 


1) Ava. O, Das Blasenmaterial ist nicht angegeben. ) Aa. O. 
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kulin, besser dem im Tuberkulin enthaltenen, die Hautreaktion 
auslésenden Kérper, innerhalb 5 Tage jedes Diffusionsvermégen ab. 

Wir bevorzugen zur Dialyse die sogenannte Fischblase, die 
auch die amerikanischen Forscher bei ihren Versuchen benutzt 
haben. Es 1aBt sich eindeutig feststellen, daB der im Tuberkulin 
enthaltene spezifisch wirksame Korper diffundiert: nach 3-tagiger 
Dialyse gegen flieBendes, destilliertes Wasser messen wir einen Ver- 
lust von 25—30°/,. Die GréBe des Verlustes war bei unseren zahl- 
reichen Versuchen ziemlich konstant. Da bei der Dialyse gegen 
,stehendes* tiglich einmal erneuertes destilliertes Wasser, im ein- 
geengten AuBenwasser Tuberkulin nachzuweisen ist und der selir 
stabile K6rper sicher keine Inaktivierung wihrend der Dialyse 
erleidet, mu8 ihm ein ziemlich groBes Diffusionsvermégen zu- 
gesprochen werden. Diese Kigenschaft deutet auf ein niedriges 
Molekulargewicht hin. Der Verlust ist, wenn auch bedeutend, 
im Hinblick auf den Erfolg, das ist die Uberfiihrung des spezifisch 
wirksamen K6rpers in eine fiir die Adsorption bevorzugten Kon- 
zeutration, zu ertragen. 

Da die Dialyse groBer Mengen Tuberkulin sehr zeitraubend 
ist, versuchten wir stark konzentriertes Tuberkulin zu dialysieren. 
Zu diesem Zwecke engte man durch Vakuumdestillation das 
,yoauton-Tuberkulin“ auf den 10. Teil seines Volumens ein. Wie 
das Ergebnis des Versuches 4, das in der Tab. 5 angegeben ist, 
zeigt, erleidet das stark eingeengte Tuberkulin bei 3-tagiger 
Dialyse so groBe Verluste an spezifischem Stoff, daB die Dialyse 
stark eingeengter Tuberkuline zur Vorreinigung nicht in Frage 
kommen kann. 

Versuch 1. 880 ccm Sauton-Tuberkulin wurden in einer gepriiften 
Fischblase unter Toluol gegen 8000 ccm destilliertes Wasser dialysiert. Das 
AuBenwasser erneuerte man tiglich. Nach 3 Tagen wurde die Dialyse ab- 


gebrochen: Volumen des Blaseninhaltes war 980 ccm; es wurde auf 1000 ccm 
aufgefiillt. Das Ergebnis der Priifung findet sich in der Tab. 5. 


Versuch 2. Es wurden 3190 cem Sauton-Tuberkulin in drei gepriiften 
Fischblasen unter Toluol gegen flieBendes, destilliertes Wasser dialysiert. 
Nach 3 Tagen unterbrach man den Versuch. Volumen des Blaseninhalts 
3990 cem. Priifungsergebnis in Tab. 5. 


Versuch 3. Zur Dialyse kamen in 8 Fischblasen zusammen 3230 cem 
Tuberkulin. Es wurde 3 Tage gegen flieBendes, destilliertes Wasser dialy- 
siert. Volumen des Blaseninhaltes 4710 cem. Das Priifungsergebnis befindet 
sich in Tab. 5. 

Versuch 4. 1000 ccm Sauton-Tuberkulin wurden bei einer Innen- 
temperatur von 17° und einem Druck von 13 mm stark eingeengt. Die 
sirupartige Fliissigkeit wurde mit destilliertem Wasser herausgespiilt, so 
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da8 das Endvolumen 100cem betrug. Dialysiert wurde 3 Tage gegen flieBendes, 
destilliertes Wasser. Das Volumen des Blaseninhaltes betrug nach dieser 
Zeit 315 ccm. In Tab. 5 ist das Priifungsergebuis zusammengestellt. 


Tabelle 5. 























Vers. D1. d. D. 1. d. Angew. Gef. Gef. Tb.-E. 
Nr. angew. Tub. Dialysates Tb.-E. Tb.-E. in °/9 
1 0,60 cem +1 1,10 cem +1 1333 909 68 
2 0,60 , 4, 1,00 ,, ,, 5316 3990 15 
3 0,40 , 4 0,80 ,, 4, 8075 5887 73 
4 0,60 , 4, 0,60, ,, 1666 525 31,5 








V. Das Verhalten des ,,Sauton-Tuberkulins“ beim Ansauern. 


Versetzt man das aus Sauton-Nihrlésung gewonnene Tuber- 
kulin vor oder nach der Dialyse mit Essigsiiure, so daB p,, 3,8 
erreicht wird — im ersteren Fall braucht man sehr viel, im 
letzteren sehr wenig Essigsiure — dann triibt sich sofort das 
Tuberkulin und es scheiden sich nach einigem Stehen feine 
Flocken ab. Wir wollen gleich erwihnen, daB bei einem unserer 
Ansiitze keine ,,Flockung“ nach der Dialyse wahrgenommen wurde. 
Worauf hier das Ausbleiben einer Flockung beruht, kénnen wir 
nicht sagen. Sammelt man die ausgeflockten Stoffe und lést sie 
nach gutem Auswaschen in sehr verdiinntem Alkali und bringt 
die Liésung auf das Volumen des angewandten Tuberkulins oder 
auch nur auf den 10. Teil, dann tiben selbst die dem Tier noch 
injizierbaren gréBten Dosen keine Wirkung auf das tuberkulése 
Meerschweinchen aus. Erst durch Lésen groBer Mengen Flocken 
in sehr kleinem Volumen werden wirksame Lésungen erhalten, 
die den 'l'od des Tieres unter charakteristischen Erscheinungen be- 
wirken. Die Flocken enthalten, wie aus dem nachfolgenden Versuch 
hervorgeht (Tab. 6), ungefiihr 1°/, an spezifischem Kérper. In dem 
von den Flocken befreiten Tuberkulin wird kein Verlust an wirk- 
samer Substauz festgestellt, da die MeBgenauigkeit der Methode 
einen 1°/,igen Verlust nicht erfaBt. 

Versuch: 4710 cem dialysiertes Tuberkulin, die 3230 cem Ausgangs- 
tuberkulin entspreechen, versetzte man mit 50 ccm n-Essigsiure (py, 3,8) und 
bewahrte die Lisung tiber Nacht im Eisschrank auf. Die auf dem Boden 
des GefiBes sich angesammelten Flocken wurden bei 3000 Umdrehungen 
abgeschleudert, zweimal mit Wasser gewaschen, in 10 ccm physiologischer 
Kochsalzlésung suspendiert und mit 0,5 ecem n/10-Natronlauge in Lésung 
gebracht. Diese wurde auf 15 cem aufgefiillt. Die Priifung ergab Werte, 


die in der Tab, 6 zusammengestellt sind. 
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Tabelle 6. 

















Gepriifte Priifungsergebnis Angew. Gef. Tb.-E, | Gef Tb.-E. 
Dosen in cem] 2 Tiere je Dosis Tb.-E. in °%/, 

2,0 +1 +1 5887 

1,0 “lk 41 

0,5 +2 +1 

0,25 +1 +1 60 1 
0,10 lebt +3 

0,05 lebt 














Auch Alttuberkulin erleidet durch ,,Siureflockung“ keinen 
meBbaren Verlust an tédlich wirkeudem Ké6rper, wie aus den Daten 
des folgenden Versuches hervorgeht. 

Versuch: 20cem Alttuberkulin wurden mit 6 ecm n-Essigsiiure ver- 
setzt (py; 8,75) und tiber Nacht im Eisschrank aufbewahrt. Die von den 
Flocken befreite Lésung wurde mit 6 cem n-Natronlauge neutralisiert; Vol. 
32 ecm. Priifung: Die Dosis letalis fiir Alttuberkulin war 0,075 ccm; fiir 
das ,,geflockte’ Tuberkulin fand man 0,12 ccm. 


Die durch Ansiiuern ausfallenden Stoffe geben die typischen 
Reaktionen des EKiweiBes bzw. seiner Bausteine: Biuret-, Millon-, 
Tryptophan- und Ninhydrinreaktion sind deutlich positiv, die 
Molischreaktion ist nicht festzustellen. Aus 500 ccm _,,Sauton- 
Tuberkulin* gewann man auf Zusatz von 100 ccm n-Kssigsiiure 
durch Zentrifugieren, Waschen und Trocknen mit Aceton-Ather 
0,0571 g Substanz. Aus 590 ccm dialysiertem Tuberkulin (500 ccm 
Sauton-Tuberkulin), wurden durch Zusatz von 6 ccm n-Kssigsiure 
auf demselben Wege 0,0453 g Substanz gewonnen. 


Versuch 1. 25 cem dialysiertes Tuberkulin wurden mit 0,15 cem 2 n- 
Essigsiiure versetzt und iiber Nacht im Eisschrank aufbewahrt. Nach dem 
Abschleudern der Flocken und gutem Auswaschen mit destilliertem Wasser 
wurden sie mit Aceton-Ather getrocknet. Gewicht der Flocken war 0,0038 g. 
Dosis letalis vor der Flockung 1,0 cem, nach der Flockung und Neutrali- 
sierung mit 0,15 cem 2n-Ammoniak 1,0 ccm. 

Versuch 2. 80 cem dialysiertes Tuberkulin mit 0,4 cem 2/n-Essigsiiure 
versetzt, wurden 4 Stunden in Eiswasser aufbewahrt und dann von den 
Flocken befreit. Die Restlésung neutralisierte man mit 0,4 ccm 2/n-Am- 
moniak, Dosis letalis vor der Flockung 1,10 cem, danach 1,10 cem. 

Versuch 8. 500 eem Sauton-Tuberkulin versetzte man mit 100 cem 
n-Essigsiure und bewahrte die Lésung iiber Nacht im Eisschrank auf. Nach 
dem Abschleudern und Waschen der Flocken wurden sie in 30 ecm physio- 
logische Kochsalzlésung suspendiert und mit einigen Tropfen n/10-Natron- 
lauge in Lésung gebracht; das Volumen wurde anf 50 cem aufgefiillt. Die 
Restlésung wurde ohne vorherige Neutralisation gepriift. Die Ergebnisse 
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der Priifung finden sich in der Tab. 7. Die mehrmalige Wiederholung des 
Versuches ergab dasselbe Ergebnis, 











Tabelle 7. 
Art der gepriften Gepriifte Dosen Ergebnis 
Lésung in ccm 
Ausgangslésung 0,8 lebt 
0,8 +2 
1,0 +1 
1,0 re | 
1,2 +1 
1,2 +1 
Von Flocken befreite 1,0 lebt 
Loésung 1,0 ” 
1,2 +1 
1,2 +1 
1,4 +2 
1,4 +1 
Geléste Flocken 1,0 lebt 
1,0 ” 
2,5 5 
2.5 . 
5,0 9 
5,0 » 
10,0 +3 
10,0 lebt 








VI. Uher die Adsorption und Elution. 


Der spezifisch wirksame K6rper im ,,Sauton-Tuberkulin“ wird 
ziemlich schlecht von Tonerdehydrat und Kaolin adsorbiert. Des- 
halb war die Entfernung aller die Adsorption des spezifischen 
Koérpers behindernden Stoffe ohne allzu groBen Wirkungsverlust 
Vorbedingung fiir eine erfolgreiche Adsorption. Die Uberfihrung 
des spezifischen Koérpers in eine fir die Adsorption ,,bevorzugte“ 
Konzentration wurde durch Dialyse des ,,Sauton-Tuberkulins“ und 
nachfolgende Beseitigung héhermolekularer EiweiBstoffe durch 
Ansiuern des Dialysates (Siureflockung) erreicht. Um den Ver- 
lust an wirksamen Kérpern durch Diffusion méglichst zu _be- 
schriinken, wurde untersucht, wie lange das ,,Sauton-Tuberkulin“ 
dialysiert werden muB, bis der spezifische Korper in einer fir 
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die Adsorption ,,bevorzugten“ Konzentration vorliegt. Die Ergebnisse 
unserer Versuche lehrten, da8 zur Erreichung dieses Zieles eine 
3 tiigige Dialyse notwendig ist. 

Aus dem auf dem Wege der Dialyse und der nachfolgenden 
,oaureflockung“ vorgereinigten ‘'uberkulin, dessen Wasserstott- 
ionenkonzentration ungefahr der einer n/100 Essigsiiure entspricht, 
wird der spezifisch wirksame Korper in guter Ausbeute (80—90°/,) 
adsorbiert. Von merkbarem KinfluB auf das Adsorptionsverhalten 
des spezifischen K6érpers zeigt sich die Wasserstoffionenkonzen- 
tration; die besten Ergebnisse werden in saurer Lésung erzielt. 
Von den gepriiften Adsorbentien bevorzugen wir elektroosmotisch 
gereinigten Kaolin, da mit ihm die quantitative Trennung der 
Kohlehydrate vom wirksamen Ko6rper erreicht wird. 


Versuch 1. 25 ecm eines Sauton-Tuberkulins (D. 1. 1,1 ecm) das einer 
3-tiigigen Dialyse unterworfen war und ein pq 6,2 zeigte, wurde’ mit 0,3 g 
Kaolin wihrend 15 Minuten behandelt. Nach dem Abschleudern des Ad- 
sorbates téteten von der Restlésung 3.5cecm innerhalb 24Stunden. Angewandt 
waren 22,7 Tb.-E. adsorbiert 16,5 Tb.-E. oder 68°/,. 

Versuch 2 25 ccm dialysiertes Sauton-Tuberkulin (D. 1, 1,1 eem) 
wurden mit 0,25 ecm n-Essigsiure versetzt (py 3,8) und sofort mit 0,1 ¢ 
Kaolin 15 Minuten behandelt. Von der Restlésung téteten 4 ccm innerhalb 
24 Stunden. Angewandt waren 22,7 Tb.-E.; adsorbiert 16,5 Tb.-E. oder 73°/,. 

Versuch 3. 25ccem des gleichen dialysierten Tuberkulins wie in Vers. 1 
wurden mit 0,25 ccm n-Essigsiure auf py 3,8 gebracht und sofort mit 0.2 g 
Kaolin behandelt. Von den mit 0,13 cem 2 n-Ammoniak neutrualisierten Rest- 
lésung téteten 7,5cecm das tuberkulése Meerschweinchen innerhalb 24 Stunden, 
Von den 22,7 Tb.-E. waren 19 Tb.-E adsorbiert oder 86°/). 


Versuch 4. 50 cem dialysiertes Tuberkulin (D. 1. 1,1 ecm) wurden 
mit 0,5 ccm n-Essigsiure versetzt (py 3,8) und 4 Stunden in Eiswasser auf- 
bewahrt. Nach dem Abschleudern der gebildeten Flocken behandelte man 
die Lésung mit 0,1 g Kaolin wiihrend 15 Minuten. Von der mit 0,25 ecm 
2n-Ammoniak neutralisierten Restlésung téteten 8ccm innerhalb 24 Stunden. 
Angewandt waren 45,4 Tb.-E ; adsorbiert 28,6 Tb.-E. oder ungefiihr 63°/,. 

Versuch 5. 50 ccm des gleichen Tuberkulins wie in Vers. 4 wurden 
mit 0,5 eem n-Essigsiure versetzt und 4 Stunden in Eiswasser aufbewahrt. 
Die gebildeten Flocken wurden abgeschleudert und die Restlisung mit 0,2 g 
Kaolin 15 Minuten behandelt. Nach der Beseitigung des Adsorbats und der 
Neutralisation téteten 6 ccm der Restlésung innerhalb von 24 Stunden. An- 
gewandt waren 45,4 Tb.-E.; adsorbiert wurden 37 Tb.-E. oder ungefiihr 81 °/9. 


Versuch 6. 50 ccm eines dialysierten und geflockten Tuberkulins 
(D. 1. 1,2 cem) vom py 3,8 wurden mit 0,3 g Kaolin behandelt. Nach dem 
Abschleudern des Adsorbates wurde die Restlésung mit 0,25 cem 2 n-Am- 
moniak neutralisiert und gepriift. Es téteten 8 cem der Restlésung inner- 
halb von 24 Stunden. Angewandt wuren 41 Tb.-E-; adsorbiert wurden 
35 Tb.-E. oder 85°/,. 
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Versuch 7. 50cem des gleichen Tuberkulins wie im Vers.6 wurden 
mit 0,45 ecm n-Ammoniak auf py 6,8 eingestellt. Man behandelte das Tu- 
berkulin mit 0,3 g Kaolin 15 Minuten lang. Nach dem Abschleudern des 
Adsorbates titeten 2,75 cem der Restlésung innerhalb 24 Stunden. An- 
gewandt waren 41 Tb.-E.; adsorbiert wurden 23 Tb.-E. oder 56°/,. 


Das Wiederloslésen des am Kaolin haftenden spezifisch 
wirksamen Korpers laBt sich mit sehr verdiinntem Ammoniak 
leicht bewerkstelligen. Die bei der Elution des Adsorbates z. B. 
mit 0,05°/,igem Ammoniak zu erzielende Ausbeute schwankt 
zwischen 80 und 90°/,. Phosphatlésungen wurden nicht auf ihre 
Kignung als Eluentien niher untersucht, als feststand, daB 
Ammoniak gute Dienste leistet, d. h. konstante Ausbeuten ergibt; 
denn die Beseitigung der eingebrachten Elektrolyte durch eine 
der Phosphatfillung folgenden linger dauernden Dialyse wire 
von einem grofen Verlust an spezifisch wirkendem Ko6rper be- 
gleitet. Bei Ammoniakelutionen geniigt eine kurzdauernde Dialyse 
gegen flicBendes, destilliertes Wasser, um die vorhandenen Elektro- 
lyte zu beseitigen. Der Verlust an spezifischem K6rper ist dabei 
gering. 

Die dialysierte Elution engen wir im Verdampfer von J antzen- 
Schmalfuss auf ein kleines Volumen ein und trocknen im 
Kxsiccator zu Ende. Der Trockenriickstand ist eine firnisartige 
Masse, die nach dem Zerkleinern ein hellbraunes Pulver von 
guter Loslichkeit darstellt. Ein fast farbloses Priparat erhilt 
man ohne merkbaren Wirkungsverlust durch Digerieren der waB- 
rigen Lésung mit wenig Tierkohle und Wiederausfillen des Kérpers 
mit Aceton. Die bis jetzt hergestellten Priparate zeigen alle, 
wenn auch schwach, Biuret- und Ninhydrinreaktion, einige noch 
schwache Millonreaktion; Tryptophan- und Molischreaktion sind 
negativ. Daraus muB geschlossen werden, daB der KiweiBkoérper, 
der die Tryptophanreaktion gibt, nicht zur Wirksamkeit not- 
wendig ist; ferner darf wohl angenommen werden, daB auch 
der die Millonreaktion gebende Kérper ohne EinfluB auf die 
Wirkung ist. In den Priiparaten liegt der spezifisch wirksame 
Koérper in rund 20 facher bzw. 6 facher Konzentration vor, be- 
zogen auf die des Kérpers im ,,Sauton-Tuberkulin“ bzw. im 
dialysierten und geflockten Tuberkulin. 


Versuch 1. 25cem eines dialysierten und geflockten Tuberkulins 
(Dosis letalis 1,3 cem) von py 3,8 wurden mit 0,1 g elektroosmotisch ge- 
reinigtem Kaolin 15 Minuten behandelt. Nach dem Zentrifugieren wurde 
das Adsorbat 2 mal gewaschen und mit 10 bzw. 5 cem 0,05 °/,igem Ammo- 
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niak 20 bzw. 40 Minuten eluiert. Die vereinigten Elutionen wurden durch 
Filtrieren iiber einer diinnen Kieselgurhaut geklirt, das Filter nachgewaschen, 
das Filtrat mit 3 cem n/10-Essigsiiure neutralisiert und auf 25 cem auf- 
gefiillt. Aus den Angaben der Tab. 8 geht hervor, daB 92°, des adsor- 
bierten Koérpers eluiert wurden. 























Tabelle 8. 
Gepriifte Adsorbierte Eluierte 
Art der Lisung Dosen Ergebnis Tb.-E. Tb.-E. 
in ecm im *, in °/, 
Restlésung 3,0 lebt 
3,0 lebt 
4,0 lebt 
4,0 lebt 
5,0 +8 
5,0 lebt 
6,0 +1 79 
6,0 +2 
8,0 +1 
8,0 +1 
Elution 1,4 lebt 
1,6 +2 
1,6 lebt 
1,8 +1 92 
1,8 +1 
2,0 +1 
2.0 +1 
2,2 42 
2,2 +1 
Auswertung: In 25 cem des angewandten Tuberkulins waren (D. 1. 


1,3 ecm) 19 Tb.-E. 
Adsorbiert wurden somit 79 °/,. 


Versuch 2. 


Die Elution enthielt 
13,8 Tb.-E. oder 92°/, der adsorbierten Tb.,-E. 


500 ccm eines dialysierten und geflockten Tuberkulins — 


Po 3,8 — wurden mit 3g Kaolin 15 Minuten behandelt. 


Die Restlésung enthielt noch (D. 1. 6 cem) 4 Tb.-E. 
(D. 1. 


1,8 ccm) 


Das Adsorbat 


eluierte man nach 2 maligem Waschen mit je 100 ecm 0,05°/,igem Ammoniak 
20 bzw. 40 Minuten. Die vereinigten Elutionen wurden durch Filtration 
iiber einer diinnen Kieselgurhaut geklirt; das Filtrat mit 5 cem n-Essig- 
siiure neutralisiert und auf 500 cem aufgefiillt. 400 ccm Elution dialysierte 
man in einer Fischblase unter Toluol 24Stunden gegen flieBendes, destilliertes 
Wasser. Volumen des Blaseninhaltes 420 cem. Das Priifungsergebnis findet 
sich in der Tab. 9 zusammengestellt. 
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Tabelle 9. 
Gepriifte Adsorbierte} Eluierte | Tb.-E. 
Art der Lisung Dosen | Ergebnis Tb.-E. Tb.-E. Dialyse 
in ecm in */, in °/, in %/, 
Ausgangstuber- 1,1 +3 
kulin 1,1 lebt 
1,3 +1 
1,3 +1 
1,5 #4 
1,5 +1 
Restlésung 3.0 lebt 
3,0 lebt 
5,0 +3 
5,0 +4 
8,0 +1 84 
8,0 +2 | 
10,0 +1 
10,0 “1 
Elution 1,6 lebt 
1,6 4-4 
1,8 +2 
1,8 43 
2,0 +1 78 
2,0 | 
2,2 +1 
2,2 +2 
2,5 re | 
2,) +1 
Dialysierte 2,2 +4 
Elution 2,2 lebt 
2,4 +2 
2,4 42 
2,6 +1 80 
2,6 +1 
2,8 +1 
2,8 +2 
3,0 +1 
3,0 +1 











Auswertung: Angewandt 384 Tb.-E., adsorbiert 321 Tb.-E oder 84 °/,, 
eluiert 250 Tb.-E. oder rund 78 °/, der adsorbierten Tb.-E. Von 200 Tb.-E., 
die zur Dialyse gelangten, wurden 160 Tb.-E. wieder gefunden oder 80 °/,. 
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5 eem ,,Sauton-Tuberkulin’ . . . 0,0425 g Trockenriickstand 


10 cem dialys. geflocktes Tuberkulin 0,0120 g 7 
30 cem dialysierte Elution . . . . 0,0028¢ ‘i 


Daraus folgt, daB 1g Trockenriickstand des angewandten ,,Sauton- 
Tuberkulins’* 197 Tb-E., 1 g des dialysierten, geflockten Tuberkulins 
640 Tb.-E. und 1 g der dialysierten Elution 4107 Tb.-E. enthielten. 

Die Konzentration des spezifisch wirksamen Korpers ist im gereinigten 
Priparat auf das 20 fache bzw. etwas iiber das 6 fache von derjenigen im 
,sauton-Tuberkulin“ bzw. im dialysierten, geflockten Tuberkulin gesteigert. 

Das Priiparat zeigte schwache Biuret- und Ninhydrinreaktion, dagegen 
keine Millon-, Tryptophan- und Molischreaktion. 

Versuch 8. 1200 eem ,,Sauton-Tuberkulin’ (D. 1. 0,6 eem) mit einem 
Gehalt von 2000 Tb.-E. wurden in einer Fischblase unter Toluol gegen flieBen- 
des, destilliertes Wasser 72 Stunden dialysiert. Volumen des Blaseninhaltes 
1486 ecm; es wurde auf 1500 ecm aufgefiilit. Das Dialysat (D. 1. 1,0 cem), das 
1500 Tb.-E. oder 75°/, der eingesetzten Tb.-E. 1495 cem enthielt, wurde 
mit 7,5 eem 2n-Essigsiiure versetzt und itiber Nacht im Eisschrank auf- 
bewahrt. Nach dem Beseitigen des Niederschlages behandelte man die 
klare Lésung 15 Minuten mit 10 g Kaolin. Bei 4500 Umdrehungen wurde 
das Adsorbat abgeschleudert, Die Restlésung (D. 1. 6,0 cem) enthielt noch 
250 Tb.-E.; adsorbiert waren 84 °/,. Das Adsorbat wurde 2 mal gewaschen 
und dann mit je 250 cem 0,05 °/,igem Ammoniak 20 bzw. 40 Minuten eluiert. 
Die vereinigten triiben Elutionen filtrierte man durch ein mit einer diinnen 
Kieselgurhaut bedecktes Filter. Nach Zusatz von 5cem 2 n-Essigsiiure 
betrog das Volumen der Elution 550 cem und (D.1. 0,5 cem) enthielt 
1075 Tb.-E. Sie wurde 24 Stunden in einer Fischblase dialysiert; Volumen 
580 cem, D. 1. 0,6 cem, 967 Tb.-E. 545 cem der nochmals filtrierten Elution 
wurden durch Destillation im Vakuum auf 20 ecem eingeengt und das Kon- 
zeutrat im [Exsiccator zu Ende getrocknet. Der Riieckstand wog 0,27:0 g. 
Nach dem Zerreiben stellte er ein helibraunes, in Wasser spielend lésliches 
Pulver dar. 1 cem einer 0,030°/,igen Lésung téteten innerhalb 24 Stunden, 

Auswertung: 5 ccm ,,Sauton-Tuberlin® (D. 1. 0,6 cem) gaben 0,0535 g¢g 
Trockenriickstand; somit enthielt 1g 155,8 Tb.-E. Der Riickstand der 
dialysierten Elution wog 0,2730 g, der 910 Tb.-E. enthielt; 1 g enthielt dann 
3333 Tb.-E. 

Die Konzentration des spezifisch wirksamen Stoffes in diesem Priiparat 
ist auf das 21 fache von derjenigen im ,,Sauton-Tuberkulin™ yesteigert. 

Eine 0,1°/,ige Lésung gab Biuret- und Ninhydrinreaktion, dagegen 
keine Millon-, Tryptophan- und Molischreaktion. 


VII. Die Kohlehydrate im ,,Sauton-Tuberkulin“. 


Die im ,Sauton-Tuberkulin* enthaltenen Kohlehydrate be- 
finden sich nach der Adsorption zusammen mit niedermolekularen 
EiweiBstoffen in der vom Adsorbat befreiten Restlésung. Die 
Befreiung der Kohlehydrate von stickstoffhaltigen Koérpern, die 
Zerlegung der Kohlehydrate in Fraktionen und die Isolierung von 
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Stoffindividuen aus den einzelnen Fraktionen erwies sich als nicht 
allzu schwierig. Bemerkenswert ist, dab ein die Ninhydrinreak- 
tion gebender Stoff recht hartniickig die Kohlehydrate begleitete 
und durch bloBes Umfillen nicht abzutrennen war. Eine Annahme, 
daB es sich um Glucosamin handele, das bekanntlich auch Nin- 
hydrinreaktion gibt, konnte weder im positiven noch negativen 
Sinne bis jetzt entschieden werden. Zur Abtrennung des Kérpers 
bedurfte es einer linger dauernden Elektrodialyse, durch die auch 
die letzten Spuren stickstoffhaltiger Stoffe beseitigt wurden. Die 
bis jetzt zur Verfiigung stehende geringe Menge Restlésung hat 
nur erlaubt, den Weg zur Trennung auszuarbeiten und einige 
orientierende Versuche an mehr oder minder reinem Material aus- 
zufiihren. 

Wir arbeiten wie folgt die Restlésung auf: Die anfallende 
Restlésung wird, um die Hauptmenge N-haltiger Stoffe zu ent- 
fernen, noch zweimal mit Kaolin behandelt. Alsdann engt man 
die Restlésung durch Destillation im Vakuum stark ein und dia- 
lysiert das Konzentrat in einer Fischblase unter Toluol einige 
Tage gegen flieBendes, destilliertes Wasser. Dann wird das..[Ma- 
lysat im Apparat von W. Pauli so lange elektrodialysiert, bis eine 
Probe mit Ninhydrin und Dinatriumphosphat versetzt nach 3 Mi- 
nuten langem Kochen vdllig ungefarbt bleibt. Die im Elektrodialysat 
auftretende Opaleszenz laBt sich nicht — auch nicht durch Fil- 
tration durch Berkefeldkerzen N — beseitigen. Die gereinigte 
Liésung wird sehr stark eingeengt und mit dem doppelten Volumen 
96°/,igem Alkohol und sehr wenig Natriumacetat versetzt. Es 
scheidet sich iiber Nacht ein schmieriger Niederschlag aus, von 
dem die alkoholische Mutterlauge gut abzugieBen ist. Durch 
mehrmaliges Decken des Niederschlages mit Alkohol wird er fest 
und blittert dann von der GefaBwand ab. Durch Lésen des 
Kérpers in Wasser und Ausfillen durch Versetzen mit dem dop- 
pelten Volumen Alkohol und sehr wenig Natriumacetat wird nach 
mehrmaligem Wiederholen dieser Umfillung ein weiBes Pulver 
erhalten, das nur noch Molischreaktion zeigt, Fehlingsche Lésung 
nicht reduziert und in Wasser mit starker Opaleszenz léslich ist. 
Die wibrige Loésung firbt sich mit Jod hellrotbraun. Erwirmt 
man die Lisung einige Zeit mit verdiinnter Salzsiure, dann redu- 
ziert das Hydrolysat die Fehlingsche Lésung kraftig, Aus dem 
Siiure-Hydrolysat gelang es, ein Osazon vom Schmelzp. 203—205° 
darzustellen. Das Reduktionsvermégen des hydrolysierten Kérpers 
und seine Drehung, die aus iiuBeren Griinden noch nicht ge- 
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messen werden konnten, fehlen noch. Wir wollen deshalb, bevor 
wir diese Daten nicht haben, nur auf die groBe Ahnlichkeit des 
Korpers mit Glykogen hinweisen.') 

In der alkoholischen Mutterlauge befindet sich ein Kohle- 
hydrat (méglicherweise sind es mehrere), das erst bei hoher Alkohol- 
konzentration in ebenfalls schmieriger Form ausfillt. Seine Menge 
ist gegeniiber dem ersten Kohlehydrat geringer, seine Reinigung 
schwieriger und bis jetzt noch nicht zufriedenstellend gelungen. 
Das farblose Pulver reduziert Fehlingsche Loésung nicht, erst 
nach der Siurehydrolyse liegen reduzierende Zucker vor. Kin 
aus dem Hydrolysat dargestelltes Osazon zeigte keinen konstanten 
Schmelzpunkt. Wir vermuten, da8 der oder die Kérper zu jener 
Klasse von Kohlehydraten gehéren, die M, Heidelberger und 
seine Mitarbeiter in den Kulturlésungen von Pneumokokken auf- 
gefunden haben. 


Versuch: 2700 cem dialysiertes, geflocktes Tuberkulin von p,; 3,8 
wurden mit 15 g Kaolin behandelt. Nach dem Abschleudern des Adsorbates 
erfolgte erneute Behandlung mit 15 g bzw. 7,5 g Kaolin. 

Der Trockenriickstand der Elution des ersten Adsorbates wog 0,3723 g 
und enthielt den spezifisech wirksamen Korper in 6 facher Konzentration 
frei von molischreaktiongebenden Stoffen. Die Biuret- und Ninhydrinreaktien 
war schwach positiv. Millon- und Tryptophanreaktion fehlten. 

Die Restlésung von der 3. Adsorption wurde neutralisiert und auf 
150 cem eingeengt. Das Konzentrat dialysierte man unter Toluol in einer 
sorgfiltig gepriiften sog. Fischblase 3 Tage gegen flieBendes, destilliertes 
Wasser. Der Blaseninhalt war triib und konnte weder durch Kieselgur 
noch durch Filtration durch eine Berkefeldkerze geklirt werden. Eine 
Probe des Dialysates zeigte mit Ninhydrinlésung bei schwach alkalischer 
Reaktion noch Blaufirbung; auch eine durch Alkohol mehrmals umgefiillte 
Probe zeigte immer wieder Blaufiirbung. Das Dialysat wurde 8 Stunden im 
Apparat von W. Pauli elektrodialysiert. Die elektrodialysierte Lésung zeigte 
verstirkte Opaleszenz und wurde auf 20 ccm eingeengt. Nach Zusatz von 
40 eem Alkohol (96°/,ig) verstirkte sich wohl die schon bestehende Triibung, 
aber es schied sich kein Niederschlag aus. Erst auf Zusatz von sehr wenig 
Natriumacetat bildete sich iiber Nacht im Eisschrank ein schmieriger Nieder- 
schlag. Nach dem AbgieBen der alkoholischen Mutterlauge wurde der 
Niederschlag durch mehrfaches Decken mit Alkohol fest und blitterte schlieb- 
lich von der Wandung des Gefiibes ab. Nach dem Absaugen und guten 
Waschen mit Alkohol wurde die feste Masse in Wasser gelist, (die Losung 
zeigt Opaleszenz) und mit dem doppelten Volumen Alkohol und sehr wenig 
Natriumacetat versetzt. Im ganzen wurde 6 mal umgefillt und so ein weibes 
Pulver erhalten; Ausbeute 0,2148 g. Die Elementaranalyse ergab folgende 
Daten: 


1) Vel. P. P. Laidlaw u. H. W. Dudley, Brit. I. experim. Path. 6, 197 
(1925). Diese fanden Glykogen in der Leibessubstanz der Tuberkelbazillen. 
16* 
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3,937 mg Substanz gaben 6,373 mg CO,, 2,215 mg H,0O. 


7,845 ,, ” » nicht ablesbare Spuren N. 
11,250 ,, - » 0,06 mg (NH,),PO,. 12MoQ,. 
8,937 ,, - » 0,020 mg Riickstand. 


C,H,,0; Ber. C 44,44°/, H 6,17°/, 
Gef. ,, 44,15 5» 6,30 P 0,008°,, 
Aschegehalt war 0,5°/5. 

Die wiibrige Lésung opalesziert, fiirbt sich mit Jod hellrotbraun und 
reduziert Fehlingsche Lésung nicht. Biuret-, Ninhydrinreaktion sind auch 
in konzentrierten Loésungen negativ. Molischreaktion in groBer Verdiinnung 
stark positiv. Seliwanoffreaktion negativ. Nach Erwiirmen mit verdiinnter 
Salzsiiure auf dein Wasserbade wird Fehlingsche Loésung reduziert. Aus 
dem Hydrolysat wurde mit Phenylhydrazin ein Osazon gewonnen, das nach 
3maligem Umkrystallisieren den Schmelzp. 203,5—205° unter Zers. zeigte und 
mit einem aus Glucose dargestellten Osazon keine Schmelzpunktsdepression 
zeigte. 

Nach alledem ist das Kohlehydrat ein aus einer Hexose (Glucose) auf- 
gebautes polymeres Produkt. Wir glauben Glykogen in Hinden zu haben. 

Die alkoholische Mutterlauge wird mit dem 8 fachen Volumen 96°/,igem 
Alkohol versetzt und einige Zeit im Eisschrank aufbewahrt. Die Aus- 
scheidung ist schmierig, wird aber nach mehrmaligem Umfillen in Gegen- 
wart von wenig Natriumacetat farblos und flockig. Ausbeute: 0,0938 g. 
Das Pulver zeigte spielende Léslichkeit in Wasser, kein Reduktionsvermégen 
gegen Fehlingsche Lésung, keine Farbreaktion auf Jodzusatz. Nach dem 
Erwiirmen mit verdiinnter Salzsiiure reduzierte der Koérper Fehlingsche 
Lésung. Ein Osazon, das aus dem Hydrolysat dargestellt wurde, zeigte 
nach zweimaligem Umkrystallisieren keinen konstanten Schmelzpunkt. Die 
geringe Menge erlaubte keine Fraktionierung. Sie wird nachgeholt. Da 
das Pulver nicht einheitlich war, wurde vorerst keine Elementaranalyse 
gemacht. Sensibilisierungsversuche muBten wegen zu geringer Substanz - 
menge abgebrochen werden, noch ehe sie eindeutige Resultate ergaben. Sie 
werden nachgeholt. 


Zusammenfassung. 


1. Die von B.Sauton angegebene eiweiBfreie Nahrlésung 
eignet sich zur Herstellung von gut wirksamem Tuberkulin. 

2. Das aus der SNauton-Nihrlésung gewonnene Tuberkulin 
zeigt charakteristische Reaktionen des KiweiBes und seiner Bau- 
steine und die Molischreaktion. Die Eiweibstoffe und die Kohle- 
hydrate gelangen offenbar zum groéBten Teile durch Autolyse ab- 
gestorbener Tuberkelbazillen in Loésung. 

3. Der spezifisch wirksame K6rper im Tuberkulin, d. h. der 
Stoff, der das tuberkulése Meerschweinchen innerhalb 24 Stunden 
unter charakteristischen Erscheinungen tiétet, diffundiert leicht 
durch tierische Membran (sog. Fischblasen). 
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4. Durch Ansiuern (p,, 3,8) sowohl des Ausgangs- als auch 
des dialysierten Tuberkulins werden héhermolekulare KiweiBstofte 
abgeschieden, ohne daB sich der Gehalt an spezifischem Kérper 
meBbar andert. 

5. Der spezifische Kérper wird im dialysierten und _,ge- 
flockten‘ Tuberkulin, am stiarksten auswihlend bei p,, 3,8, von 
elektroosmotisch gereinigtem Kaolin adsorbiert. Die Kohlehydrate 
bleiben in der Restlésung. 

6. Der spezifische K6érper wird vom Kaolinadsorbat durch 
sehr verdiinntes Ammoniak in guter und konstanter Ausbeute 
eluiert. 

7. Der Reinheitsgrad des spezifischen Kérpers in den ge- 
reinigten Priparaten ist auf das 20 fache gegeniiber dem im Aus- 
gangstuberkulin gesteigert. Die Priiparate geben alle schwache 
Biuret- und Ninhydrin-, einige noch Millon-, keine ‘l'ryptophan- 
und Molischreaktion. 

8. Die weitere Reinigung wird entscheiden, ob auch die 
Stoffe, die Biuret- und Ninhydrinreaktion geben, ohne Wirkungs- 
verlust abzutrennen sind. 

9. Es wird ein Weg zur Reindarstellung der Kohlehydrat- 
fraktion angegeben und ein Kohlehydrat beschrieben, das nach 
seinen Higenschaften mit Glykogen identisch sein muB. 
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Uber verschiedene Wege des Zuckerabbaues 
im tierischen Organismus. 


Von 


Erwin Bumm und Karl Fehrenbach. 


Aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir Arbeitsphysiologie, Dortmund-Miinster. ) 


(Der Redaktion zugegangen am 17. Oktober 130.) 


Aus den Untersuchungen der letzten Jahre iiber Glykolyse 
hat sich die Vorstellung entwickelt, da&B im Muskel der Abbau 
von Polysaccharid und girfihiger Hexose iiber gemeinsame Zwischen- 
produkte fiihrt. Meyerhof?) gelang es, lediglich durch Zusatz 
eines die Veresterungstendenz verstiirkenden Aktivators aus Hefe, 
der Hexokinase, den glykolytischen Fermentkomplex im Muskel- 
extrakt so zu komplettieren, daB Glukose nicht nur leicht ab- 
gebaut wurde, sondern daB die Geschwindigkeit des Glucose- 
abbaues sogar die der Polysaccharidspaltung iibertraf. Es konnte 
dabei wabrscheinlich gemacht werden, dab die Wirkung der Hexo- 
kinase auf der Umwandlung der Glucose in eine chemisch-reak- 
tionsfiihigere Form beruht. Die so aktivierte Glukose wird mit 
Phosphorsiiure verestert und die gebildete Hexosephosphorsiure 
zerfallt von da ab iiber die gleichen Zwischenstufen wie Glykogen. 
Dasselbe Ergebnis konnte Euler?) mit Trockenmuskel und Hexo- 
kinase erzielen. 

Diese weitgehende Ubereinstimmung im Mechanismus der 
Glukose- und Glykogen-Spaltung findet sich bei anderen Geweben 
viel weniger deutlich ausgeprigt. Bei glatter Muskulatur z. B. 
konnten kmbden und Schmitz’) keine Lactacidogenbildung beob- 
achten, fiir die Tumorzelle fand Warburg‘) eine starke Gly- 
kolyse auch ohne besonderen Phosphatzusatz. Vor allem aber 


1) Biochem. Z. 183, 176 (1927). 

2) Diese Z. 177, 174 (1928). 

) Schmitz u. Chrometzka, Diese Z. 144, 196 (1925), u. zw. S. 218. 
‘ Uber den Stoffwechsel der Tumoren, Berlin, Springer 1926. 
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sind bei den verschiedenen Geweben bedeutende Unterschiede i: 
der Spaltungsgeschwindigkeit und Angreifbarkeit von Hexosen, 
Polysacchariden und Hexosephosphorsiuren festgestellt worden. 
So betrigt nach Warburg?) fir die Tumorglykolyse das Verhaltnis 
Glukose: Fruktose: Glykogen 23,9:3,3: <1, Hexosephosphorsauren 
werden ebenso wie Glykogen gar nicht oder nur iuberst langsam 
angegriffen?). Bei grauer Hirnsubstanz fand Loebel*; fir die 
gleiche Substratreihe dasselbe Verhaltnis. Umgekehrt bevorzugt 
Leber und quergestreifter Muskel Glykogen, wihrend Glukose 
von diesen Geweben nur sehr langsam gespalten wird *). 

Man kann also die Gewebe in bezug auf ihren verschiedenen 
Stoffwechsel in zwei Gruppen einteilen. Die eine Art bevorzugt 
Glykogen als Substrat und vermag Hexosephosphorsaéuren zu 
spalten, die andere glykolysiert in erster Linie Glukose. Zur 
ersten Gruppe gehért vor allem quergestreilte Muskulatur, die 
zweite Gruppe umfaft Tumor, grave Hirnsubstanz, Milz. embryo- 
nales Gewebe u. a. 

Die Ursachen, die diesen Stotiwechselunterschieden zugrunde 
liegen k6nnten, sind verschiedentlich diskutiert worden‘, eine be- 
stimmte, experimentell gestiitzte Entscheidung iiber den Glykolyse- 
mechanismus der zweiten Gewebsgruppe leB sich aber bisher 
nicht tretien. 

Unter den Geweben mit groBbem Glukosestoffwechsel is 
Carcinom durch seine besonders hohe Glykolyse ausgezeiclnet. 

In unserer ersten Untersuchung iiber das Co-Ferment der 
Glykolyse aus Tumoren®) konnte dieser Aktivator des Glukose- 
abbaues aus dem Tumorgewebe herausgelist und vom griBten 
Teil seiner Begleitstotfe befreit werden®. Es lieB sich zeigen, dab 
die GréBe der anaeroben Glykolyse fiir Glukose durch den Ge- 
halt an diesem Co-Ferment T im Gewebe bestimmt wird. 


+ aa ©. 

*) Rosenthal, Z. tf. Krebsforsehung $2, 243 (19 

3) Biochem. Z. 161, 219 (1925). 

‘) Meyerhot, aS Z. ATS, 463 (1926°. 

" Oppenhei imer, Lehrbuch der Er , 
zig 1927; Meyerhot, a chemisecheu eis im Muskel, S. 193, 194, 
Springer, Berlin 1930. 

*) Kraut u. Bumm, Diese Z. 177, 125 (1928). 

*) Dieses Co Ferment, das wir in allen glukose-abbauenden Gew 
besonders reichlich aber in Tumoren aufgefunden haben, bezeichnen wir i 
dieser Abhandlung zum Unterschied von den anderen Aktivatoren Hex 
kinase und Co-Zymase mit Co-Ferment T. 
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So stieg z. B. bei grauer Hirnsubstanz die Milchsiurebildung 
durch Zusatz von Co-Ferment T’ von 5—8°/, des Schnittgewichts 
auf Werte von 10—13°/,. Die Glykolyse des Nierengewebes lie 
sich mindestens um das Doppelte, in einzelnen Fallen sogar auf 
den 5—Tfachen Normalbetrag erhéhen. Auf die gleiche Weise 
konnte der Zuckerumsatz von Carcinom, Milz und Muskel durch 
Co-Ferment weiter aktiviert werden’). Bei jedem dieser Gewebe 
begrenzt also die vorhandene Co-Fermentmenge die GréBe der 
Milchsiiurebildung aus Glucose. 

Wir versuchen nun die Frage zu entscheiden, ob sich all- 
gemein die durch Co-Ferment T aktivierbare Glucosespaltung von 
der Glucosespaltung des Muskels in Gegenwart von Hexokinase 
unterscheidet, oder ob nur ein einziger Weg fir die Glykolyse 
in der tierischen Zelle méglich ist, nimlich der unter intermediirer 
Bildung von Hexosephosphorsiureestern. 

Zur Klirung dieser Frage haben wir den EinfluB von Co- 
Ferment-T'-Priiparaten auf die Polysaccharid- und Glucosespaltung 
untersucht. Im Muskel vollzieht sich der in der Literatur bisher 
beschriebene Kohlehydratabbau nur in Gegenwart von thermo- 
stabiler Co-Zymase, und zwar wird durch die Co-Zymase die Ver- 
esterung des Phosphats unter gleichzeitiger Aufspaltung des Zuckers 
aktiviert. Wir vergleichen daher die Wirkung des thermolabilen 
Co-Ferments ‘Il’ und der thermostabilen Co-Zymase auf dieselben 
Substrate Stirke und Glucose. Fiir quergestreifte, uberlebende 
Warmbliitermuskulatur kommen wir dabei zu folgendem Ergebnis: 
Rotgefirbte Muskeln von Kaninchen, Huhn oder Ratte vermégen 
Glykogen lebhaft abzubauen, besitzen aber nicht die Fihigkeit, 
Glucose in nennenswertem AusmaB zu spalten, solange man nicht 
Hexokinase zusetzt. Im Gegensatz zur Wirkung der Hexokinase 
vermag nun Co-Ferment T den Glucoseabbau nicht in Gang zu 
bringen. Ks ist daraus auf eine Verschiedenheit der beiden Ak- 
tivatoren zu schlieBen. Vdllig anders verhalten sich dagegen die 
weiBgefarbten Muskelpartien, z. B. Brustmuskulatur von Huhn, 
Miausezwerchfell oder weiBe Kaninchenmuskeln. Hier findet man 
schon ohne Aktivatorzusatz neben dem Glykogenstoffwechsel eine 
lebhafte Glucosespaltung. Durch Co-Ferment T 1iBt sich dieser 
Zuckerumsatz weiter betrichtlich steigern, wihrend die Polysac- 
charidglykolyse dadurch unbeeinfluBt bleibt. Umgekehrt férdert 
Co-Zymase nur den Polysaccharidumsatz der weiBen Muskulatur 


ee 


') Kraut u. Bumm, Diese Z. 184, 196 (1929). 
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und verindert gar nicht den Abbau von Glucose. Um nun zu 
priifen, ob Glykogen und Glucosespaltung zwei unabhingig von- 
einander verlaufende Vorginge sind, oder ob sie iiber gemeinsame 
Zwischenprodukte verlaufen, wurde die Glucosespaltung mit Co- 
Ferment T einerseits und der Glykogenumsatz mit Co-Zymase 
andrerseits gemessen und dann mit der Gesamtglykolyse eines An- 
satzes verglichen, der alle 4 Komponenten, Glucose und Glykogen, 
Co-Ferment T und Co-Zymase, in der gleichen Lisung enthielt. 
Dabei findet man wirklich, daB diese Gesamtglykolyse quantitativ 
denselben Betrag erreicht, der sich aus der Summe der Giirungs- 
geschwindigkeiten der beiden ‘l'eilansiitze errechnet. 

Es ergibt sich aus diesen Versuchen zweierlei. Die weibe 
Muskulatur im Gegensatz zur roten zeigt entsprechend ihrer 
histologischen und physiologischen Verschiedenheit auch im Stoft- 
wechsel einen ausgeprigten qualitativen Unterschied. Die be- 
sondere Ausgestaltung des glykolytischen Apparates, die den weiBen 
Muskel befihigt, neben Glykogen auch Glucose fiir den Stoff- 
wechsel zu verwerten und zur Deckung seines Knergiebedarfs 
heranzuziehen, wird in Beziehung zur physiologischen Funktion 
dieses Gewebes stehen. Dariiber hinaus spricht die GréBe der 
maximal-aktivierten Glykolyse von weiBer Muskulatur, die sich 
aus der Summe der einzelnen Girungsgeschwindigkeiten von Glu- 
cose und Glykogen zusammensetzt, dafiir, daB der Glucoseabbau 
nicht nach dem Mechanismus der Polysaccharidspaltung verliiuft. 
Wiirden beide Spaltungen iiber die gleichen Zwischenprodukte 
fiihren, so miBte bei maximaler Ausniitzung der Co-Ferment- 
und der Co-Zymaseleistung die Glykolysegeschwindigkeit durch 
die Leistungsfihigkeit des gemeinsamen Teilfermentes begrenzt sein. 

Diesen Vorstellungen fiigt sich auch der kompliziertere Glu- 
coseabbau der Niere ein, den wir auf seine Aktivierbarkeit unter- 
sucht haben. Als Substrat fiir den Nierenstoffwechsel kommt in 
erster Linie Glucose in Betracht, der Angriff von Polysaccharid 
erfolgt im allgemeinen sehr langsam. Dagegen wird Hexose- 
phosphorsiiure, das beim Glykogenabbau intermediir auftretende 
Zwischenprodukt, mit auBerordentlicher Geschwindigkeit gespalten, 
weswegen gerade Nierengewebe als Ausgangsmaterial fiir die Dar- 
stellung der Phosphatasen Verwendung findet. Die intermediiire 
Bildung von Hexosephosphorsiiure im Verlauf der Glykolyse ist 
aber abhingig von der Aktivierung der Veresterungsreaktion durch 
die thermostabile Co-Zymase. Da nun in der Niere die Ge- 
schwindigkeit der Esterspaltung die der Esterbildung weit iiber- 
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trifft, so kann in diesem besonderen Falle die Intensitat der Milch- 
siurebildung auch von der vorhandenen Co-Zymasemenge bestimmt 
werden. 

Aktivierungsversuche der Nierenglykolyse fiihren zu folgendem 
Ergebnis: 

Die Milchsiurebildung aus Glucose lift sich durch Zusatz 
von hochgereinigter, thermostabiler Hefecozymaselésung durch- 
schnittlich auf das Zwei- bis Dreifache des Normalbetrages steigern. 
Die GréBe der Glykolyse des nichtaktivierten Leerversuches gibt 
also den Betrag der Zuckerspaltung an, der im hdéchsten Falle 
iiber Hexosephosphorsiiure als Zwischenprodukt fiihren kénnte. 
Zu griBerem Zuckerumsatz iiber die Phosphatzwischenstufe reicht 
die im Gewebe vorhandene Co-Zymasemenge nicht aus. Da nun 
an derselben Niere durch Co-Ferment ‘Il’ ebenfalls eine 2—3 fache 
VergréBerung der Zuckerglykolyse gegeniiber der Kontrollésung 
hervorgerufen wird, so muB mindestens diese zusitzliche Glucose- 
spaltung von der durch Co-Zymase aktivierbaren verschieden sein 
und iiber andere Zwischenprodukte fiihren. 

Auch an der Niere ergibt sich also fiir den Mechanismus 
der Glykolyse, daB die Glucosespaltung auf zwei voneinander ver- 
schiedenen Wegen verlaufen kann. 


Experimenteller Teil. 


Wir verwenden als Ma8 der Glykolyse die Bestimmung der 
anaerob gebildeten Milchsiure nach der bekannten manometrischen 
Methode Warburgs; die Aktivator-Wirkung ergibt sich dann aus 
dem Vergleich der Glykolyse desselben Gewebes mit und ohne 
Aktivatorzusatz unter sonst gleichen Bedingungen. Im einzelnen 
stimmt unsere Versuchsanordnung mit der friiher ausfiihrlich be- 
schriebenen iiberein.!) Die verwendeten Co-Zymase-Priparate sind 
nach dem Eulerschen Verfahren aus verschiedenen Brauerei- 
hefen hergestellt und weitgehend gereinigt worden. Reinheitsgrad 
und Enzymmenge wurde an ausgewaschener Trockenhefe unter 
den EKulerschen Standardbedingungen gemessen. Ebenso haben 
wir unsere Co-Ferment-Priparate') auf etwa vorhandene Co-Zymase 
an ausgewaschener Trockenhefe gepriift. Die Hefegiirung lieB 
sich dabei niemals in Gang bringen, alle verwendeten Co-Ferment- 
Priiparate waren also absolut cozymasefrei. 


1) Diese Z. 177, 125 (1928): 184, 196 (1929). 
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Tabelle 1. 


Glucose und Glykogenspaltung von roter Muskulatur mit und ohne Zusatz 
von Co-Zymase. 




















te hi 
Vers.- det Om . M.Q.') in Ringerlésung 
Versuchsbedingungen 
Nr. Gewebes mit mit 
Glucose  Glykogen 
1 Ratte — 0,0092 0,0076 §) 
Oberschenkel | 3,5 Co-Einheiten, Priip.1V’) — 0,0105 
2 Kaninchen 1,6 o ay FF — 0,0083 
Kaumuskel 3,2 - ae. — 0,0188 
1,5 i a 0,0175 
3 desgl. —- 0,0149 0,0173 
1,5 o » wa _- 0,0338 
4 desgl. — — 0,0128 
1,5 ee — 0,0338 
5 Huhn — — 0,0068 
Oberschenkel | 1,5 ¥ i — 0,0173 
6 Kaninchen -- 0,0125 0,0098 
Kaumuskel 1,5 ‘i ~ 0,0084 0,0314 
7 Huhn _ 0,0169 0,0224 
Oberschenkel | 1,5 4 fo (),0149 0,0294 
S desgl. — 0,0057 - 
1,5 i oe (0),0043 0,0162 
9 desgi. — 0,0184 0,0233 
1,5 - in a 0,0376 
10 desgl. — 0,0117 0,0085 
1,5 - i -- 0,0206 
11 desgl. _ 0,0366 0,0183 
1,5 ss a: 0,0260 0.0786 
12 desgl. — 0,0268 0,0480 
1,5 ‘ ae — 0,0583 
13 Kaninchen — (0),0064 0,0120 
Kaumuskel iS - a 0,0191 0,0155 
14 Huhn os 0,0273 0.0233 
Oberschenkel | 1,5 - oe 0,0398 0,0268 
15 desgl. aa 0,0 — 
1,5 is go) Ts 0,0 0,0480 
16 Kaninchen — 0,0057 -- 
3,2 . oy 0,0023 sai 
17 desgl. — 0.0037 0,0041 
| 3,2 vs » V4 0,0094 ~~ 





1 — 

ate mg ‘Trockengewicht xX Stunden 

*) Co-Zymasepriiparat 1V hat ein ACo 8600 
Vy, 5 ACo 20000 
‘o VI , «4 ACo 23000. 


) Gemessen in Ringerlésung ohne Glykogenzusatz. 


ing Milchsiiure 


” 

















Tabelle 2. 








944 Erwin Bumm und Karl Fehrenbach, 
Tabelle 1 (Fortsetzung). 
oe ak ia M.Q. in Ringerlésung 
Nr. bindtints Versuchsbedingungen men mit 
Glucose | Glykogen 
18 Kaninchen = a 0,0012 3) 
1,5 Co-Einheiten, Priip. VI 0,0075 0,0077 
19 desgl. — o (0,0007 *) 
1,5 ™ y we 0,0069 0,0076 
20 desgl. 3,2 ¥ _ 0,0045 0,0049 ') 
21 desgl. 3,2 " 9 V 0,0070 0,0070 ') 


Glucose und Glykogenspaltung von roter Muskulatur mit und ohne Zusatz 
von Co-Ferment T. 





Vers.-Nr. 


oe 


6 








Art des 


Gewebes 


Ratte 
Oberschenkel 


Huhn 


Kaninchen 
Kaumuskel 


desgl. 
Huhn 


Kaninchen 
Kaumuskel 


desgl. 
Huhn 


Kaninehen 


Huhn 


Kaninehen 
desgl. 
desgl. 
Huhn 

Kaninchen 
desgl. 





desgl. 


') Gemessen 


5mg Alkoh.-Fall. (Rattensarcom) 


5 mg 
5 mg 
ong 
omg 
o> mg 
5 ing 
5. mg 
omg 


omg 


Versuchsbedingungen 


” 


” 
+ 1,5 Co, 
+ 1,5 Co, 
+ 1,5 Co, 
+ 1,5 Co, 
+ 1,5 Co, 
+ 1,5 Co, 
+ 1,5 Co, 


Priip. VI 


99 


VI 
VI 
VI 
VI 
VI 
VI 


M.Q. in Ringerlésung 





mit 
Glueose 


0,0092 
0,0098 
0,0260 
0,0220 
0,0149 


— 


0,0064 
0,0012 
0,0116 
0,0156 
0,0200 
0,0200 
0,0191 
0,0169 
0,0033 
0,0074 


0,0057 
0,0098 


0,0251 
0,0004 
0,0210 
0,0112 
0,0067 
0,0099 
0,0136 





in Ringerlésung ohne Glykogenzusatz. 


| 


mit 


| Glykogen 


| 0,0076 
 0,0083 

0,0384 
 0,0192 
0,0173 
0,0102 
0,0120 


| eer 
0,0244 !) 

| 0,0224 
0,0017 
0,0073 3) 


0,0289') 
0,0015 *) 
| 0,0196') 
| 0,01363) 
' 0,0062?) 
0,0129 ') 
0,0154 ?) 
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In den Versuchen der Tab. 1 wurde der EinfluB von Co-Zymase 
auf die Glucose- und Glykogenspaltung von rotgefiirbter Muskulatur 
untersucht. Dabei ergibt sich, daB die Milchsiiurebildung aus 
zelleigenem und aus zugesetztem Glykogen durch Co-Zymase in 
jedem Fall verstirkt werden kann. Der EKinzelbetrag, um den 
sich die Glykolyse vermehren liBt, unterliegt ziemlichen Schwan- 
kungen, es wurden im allgemeinen Zunahmen von 380—1U0°/, 
gegeniiber dem nichtaktivierten Ansatz beobachtet. Man mub 
dabei bedenken, daB wir durch Co-Zymasezusatz nur eine einzige 
Teilreaktion im Verlauf der Glykogenspaltung aktivieren kinnen, 
wihrend alle vorhergehenden und nachfolgenden Zwischenreak- 
tionen durch unkontrollierbare und von Fall zu Fall wechselnde 
Faktoren beeinfluBt werden. 

Die GroBe des Glucoseumsatzes ergibt sich beim Muskel- 
gewebe aus der Differenz der Milchsiiurebildung in glucosehaltiger 
und glucosefreier Ringerlisung, da der Muskel im allgemeinen 
zelleigenes Kohlehydrat enthilt und deshalb auch in zuckerfreier 
Lésung glykolysiert. Ein Vergleich dieser beiden GirungsgréBen 
bei rotem Muskel zeigt, daB Glucose gar nicht oder nur in ver- 
schwindend geringem AusmaB abgebaut werden kann. Co-Zymase- 
zusatz aindert an der Differenz nichts; die scheinbare Glykolyse- 
steigerung, die in glucosehaltiger Ringerlésung nach Co-Zymase- 
zusatz bisweilen auftritt, beruht also auf einer Aktivierung des 
zelleigenen Glykogenzerfalls (Tab. 1, Versuch 18S—21). Der Kohle- 
hydratstoffwechsel des roten Muskels ist eine reine Glykogen- 
spaltung. 

Die Frage, ob roter Muskel bei Anwesenheit von Co-Ferment T 
die Fahigkeit erlangt, auch Glucose anzugreifen und in Milchsiiure 
zu spalten, ist in den Versuchen der Tab, 2 behandelt worden. 
Aus der Tabelle geht hervor, daB Co-Ferment T weder den Gly- 
kogenzerfall beeinfluBt, noch den Glucoseabbau in Gang zu bringen 
vermag. In den Versuchen 11—17 wurde der glucosehaltigen und 
der glucosefreien Ringerlésung neben Co-Ferment T auch noch 
Co-Zymase zugefiigt und dann die Milchsiurebildung in beiden 
Ansatzen bestimmt. Man ftindet fiir beide Versuche die gleiche 
Glykolyse. Demnach kann roter Muskel aus Glucose in Gegen- 
wart von Co-Ferment T’ und Co-Zymase ebenfalls keine Milch- 
siure bilden., 

Vollkommen anders verhiilt sich dagegen weibgefiirbtes Muskel- 
gewebe (Tab. 3). Im nichtaktivierten Ansatz bildet weiber Muskel 
haufig mehr Milchsiiure aus Gluccse als aus Glykogen (Versuch 1, 
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Tabelle 3. 





Glucose und Glykogenumsatz von weiBer Muskulatur in Gegenwart 


von Co-Zymase. 





he 
4, Art des 
~ Gewebes 
> 
1 | Mausezwerchfell 
2 desgl. 
3 desgl. 
4 Huhn 
Brustmuskel 
5 desg]. 
6 Kaninchen 
7 Huhn 
8 desgl. 
9 desgl. 
10 desgl. 
11 desgl. 
12 desgl. 
13 desgl, 
14 desgl. 
15 desgl. 








Versuchsbedingungen 


1,7 Co-Einheiten, Priip. 
Ib, , 
1b, , 
15 

15 | 
by 

1b ly 
1B , 
3,2 : 
3,2 | | 
1,5 , 
1,5 

32, , 


IV 
VI 
VI 
VI 
VI 
VI 
VI 
VI 

V 

7 


VI 


V 





M.Q. in Ringerlésung 


mit 
Glucose 


0,0264 
0,0082 
0,0066 


0,0074 


-_--- 


0,0246 


0,0091 
0,0084 
0,0210 
0,0294 
0,0298 
0.0133 
0,0101 


0,0060 
0,0062 


0,0251 
0,0148 


mit 
Glykogen 


0,0063 
0,0049 


0,0040 
0,0084 
0,0075 
0,0105 
0,0338 
0,0485 
0,0099 
0,0128 
0,0015 
0,0037 


0,0142 
0,0274 
0,0095 
0,0372 
0,0256 4) 
0,0160 1) 
0,0083 
0,0140 


2, 3 und 7). Substrat fiir seinen Stoffwechsel ist also neben Gly- 
Wie beim roten Muskel laBt sich nun die 
Glykogenspaltung durch Co-Zymasezusatz steigern, wahrend der 
(lucoseumsatz durch diesen Aktivator nicht beeinfluBt werden kann. 

Der Glucosestoffwechsel des weiBben Muskels wird dagegen 
durch Co-Ferment T betriichtlich erhéht (Tab. 4), die Milchsiure- 
bildung betriigt beim aktivierten Ansatz im allgemeinen 2—3°/, 


des Schnittgewichtes pro Stunde. 
Der Eintlu8 yon Co-Ferment T auf den Glykogenumsatz des 


kogen auch Glucose. 


weiBen Muskels ist weniger scharf erkennbar. 


') Gemessen in Ringerlésung ohne Glykogenzusatz. 


In einigen Ver- 











1! 
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Glucose und Glykogenumsatz von weiBer Muskulatur in Gegenwart von 
Co-Ferment T bzw. Co-Zymase und Co-Ferment ‘I’. 





~ | Vers.-Nr. | 


en 


~] 


19 


Art des 


Gewebes 

’ Miusezwerchfell 
desgl. 
desgl. 
desgl. 
desgl. 
desgl. 
desgl. 
desgl. 
Huhn 

Brustmuskel 
desgl. 


desgl. 
Kaninchen 


Miiusezwerchfell 
Huhn 
desgl. 
desgl. 
desgl. 


desgl. 





desgl. 





1) Gemessen 


Versuchsbedingungen 


5mg Alkoholfiallung 


Adsorptionsrestlésg. = 5 mg Alkoh.-F all. 


: = 5 mg 
-)Dmge 
- 25 mg 


5mg Alkoholfallung 


Dmg - 

5 ae 9 (Rattensarcom) 
D se 9 

> mg 

5 ne ” 9 

5 mg , 

5 on 9 

D - ’ 

4) me ’ 99 

pmg ty 


1,5 Co-Einheiten, Prip. VI 

5 mg Alkoholfiallung (Rattensarcom) 

1,5 Co, Prip. VI + 5mg Alkohol-Fillung 
1,5 Co-Einheiten, Prip. VI 

5mg Alkoholfillung (Rattensarcom) 
1,5 Co, Priip. VI + 5mg Alkohol-Fiallang 


in Ringerlésung ohne Glykogenzusatz. 





M.Q. in Ringerlésung 


mit 
Glucose 


0,0066 
0.0286 
0,0026 
0,0236 


0,0046 
0,0228 
00,0082 
0,0160 
0,0264 
0,0420 
0.0104 
0.0163 
0.0029 
0,0246 
0,0133 
0,0352 
0,0060 
0.0146 
0,0226 
0.0091 
0.0122 
0,0125 
0,0219 


0,0269 
0,0167 
0,0045 


0.0226 


0,0411 
0,0465 


0,0282 
0,0272 


mit 
Glykogen 

0,0040 
0,0040 
0,0 

0,0 

0,0091 
0,0089 


0,0049 
0.0094 
0,0063 
0,0092 
0,0138 
0.0163 
0,0006 


0.0094 
0,0099 


0,0007 
0,0110 
0,0099 
0,011 
0,0073 
0,0058 
0,0035 
0,0067 
0,0089 
0,0094 
00,0278") 
0.0320") 


0.0155 %) 
0,0180') 
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Tabelle 5. 


Glykogen- und Glucoseumsatz des Nierengewebes in Gegenwart von 


Co-Ferment T und von Co-Zymase. 





* 

“A Art des 
E: Gewebes 
> 

1 | Rattenniere 

2 desgl. 

3 desgl. 

4 desgl. 

D desgl. 

6 desgl. 

7 desgl. 

x desgl. 

9 desgl. 
10 desgl. 
11 desgl. 
12 desgl. 
13 desgl. 
14 desgl. 
15 desgl. 
16 desgl. 
17 desgl. 
18 desgl. 
19 desgl. 
20 desgl. 





') Co-Zymasepriparat: 
I ACo = 1620 








Versuchsbedingungen 


Adsorptionsrestlés. = 5mg Alkoh.-Faill. 
2,5 mg Alkoholfillung 


Adsorptionsrestlés. = 2,5 mg Alkoh.-Fill. 


= = 2,o5mg 
” ” 2,5mg ” 
- = 10 mg = 


5 mg Alkoholfallung 


omg » 
omg ” 
omg . 


2 Co-Einheiten, Priip. 1’) 


2 ; od 
2 4 J 
15g oti 
15g , IV 
.  « VI 
15) , VI 
15 ” , A 
1b, , 0 
ih « , IV 


Il ACo = 2600 IV ACo = 8600 


mit 


0,0100 
0,0284 
0,0192 
0,0276 
0,0115 





a 


0,0334 
0,0177 
0,0283 
0,0193 
0,0254 
0,0299 
0,0114 
0,0246 
0,0086 
0,0288 


0,0106 
0,0445 
0,0246 
0,0525 
0,0263 
0,0382 
0,0123 
0,0247 


0,0233 


—- 


0,0048 
0,0112 
0,0183 
0,0388 
0,0220 
0,0335 
0,0228 
0,0367 





| 
| 
| 
} 


M.Q. in Ringerlésung 


mit 


‘ ‘ ‘ a 
Glucose Glykogen 


0,0030 
0,0010 


0,0065 
0,0076 


0,0047 


0,0055 
0,0072 


0,0065 


0,0094 
0,0044 


0,0107 
0,0101 


0,0124 
0,0128 


0,0107 
0,0171 
0,0155 
0,0254 
0,0020 
0,0124 
0,0122 
0,0187 


0,0043 


VI ACo = 23000. 











Vs 
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suchen bleibt die Glykolyse vollig unveraindert, ebenso hiiutig ist 
aber eine geringe Zunahme der Milchséurebildung durch Co-Fer- 
ment mit und ohne Zusatz von Glykogen zu beobachten. Woraui 
diese Glykolysesteigerung zuriickzufiihren ist, liBt sich eindeutig 
nicht entscheiden. Méglicherweise ist im Muskel priiformierte 
Glucose?) dafiir verantwortlich zu machen. Wir haben weiterhin 
die gegenseitige Abhingigkeit der Glucose- und Glykogenspaltung 
voneinander untersucht. Im Versuch 18 z. B. betrigt die Girung 
des zelleigenen Glykogens ohne Aktivatorzusiitze M.Q. = 0,0278, 
der durch Co-Zymase maximal aktivierte, reine Glykogenzerfall 
M.Q. = 0,0320. Der Milchsiurequotient unter Zusatz von Co- 
Ferment T in glucosehaltiger Ringerlésung ist M.Q. = 0,0411. 
Um zur reinen maximal aktivierten Glucosespaltung zu kommen, 
ist von diesem Wert die nichtaktivierte Glykogen-Leergiirung 
(M.Q. = 0,0278) abzuziehen. Die reine Glucosespaltung betriigt 
also 0,0411 — 0,0278 = 0,0133. Die Summe der beiden M.Q.- 
Werte von reiner Glucose- und reiner Glykogenspaltung ergibt: 
0.0133 + 0,0320 = 0,0453. Mit diesem theoretisch errechneten 
Milchséurequotienten stimmt der im Versuch durch Zusatz von 
Glucose, Co-Ferment T’ und Co-Zymase erhaltene Wert (0,0465) 
volistiindig iiberein. Ebenso ergibt sich fiir Versuch 19 theoretisch 
M.Q. = 0,0267 statt gefunden M.Q. = 0,0272. Glucose- und Gly- 
kogenspaltung des weiBen Muskels sind also voneinander un- 
abhingige Reaktionen. 

Beim Nierengewebe (Tab. 5) verhilt sich der Glykogenstofi- 
wechsel in bezug auf seine Aktivierbarkeit qualitativ ebenso wie 
der des roten Muskels: Co-Zymase férdert die Glykolyse, und 
Co-Ferment T beeinfluBt die Glykogenspaltung garnicht. Beim 
Glukoseabbau dagegen zeigen sich sehr bemerkenswerte Ab- 
weichungen. Der Zuckerumsatz laBt sich niimlich sowohl durch 
Co-Ferment T, als auch durch Co-Zymase auf den 2—3 fachen 
Normalbetrag erhéhen. Co-Zymase und Co-Ferment T’ verhalten 
sich bei der Niere scheinbar wirkungsidentisch. Dieser Befund 
liBt sich deuten, wenn man das besondere Verhalten des Nieren- 
gewebes gegen Hexosephosphorsiiuren in Betracht zieht. Niere 
gehért nach ihrem Stoffwechsel zu denjenigen Geweben, die leichter 
Glucose als Glykogen angreifen. Dieser Gewebsgruppe fellt im 
allgemeinen die Fiahigkeit, Hexosephosphorsiiuren zu_ spalten. 
Nierengewebe ist dagegen durch einen besonders grofen Gehalt 

') Ygl. Lohmann, Biochem. Z. 178, 444 (1926). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXCTII. 17 
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an Phosphatasen und Phosphatesen ausgezeiclinet, es besitzt also 
gerade diejenigen Enzyme, welche zu ihrer Aktivierung Co-Zymase 
benédtigen. Man wird also die Steigerung der Glykolyse bei Co- 
Zymasezusatz darauf zuriickfiihren miissen, dab durch Vermehrung 
der Phosphorsiureesterbildung und -Spaltung der Umsatz erhoht 
wird. Niere kann demnach Glucose auf zwei voneinander ver- 
schiedenen Wegen abbauen, die eine Spaltung fihrt iiber eine 
Phosphatzwischenstufe und ist durch Co-Zymase zu beeintlussen, 
die andere verliuft in Abwesenheit von Co-Zymase und ist durch 
Co-Ferment I’ aktivierbar. Mit der Fortsetzung der Untersuchung 


sind wir beschiftigt. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft bin ich fir 
die Unterstiitzung dieser Untersuchungen zu groBem Dank ver- 
ptlichtet. 
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Uber das Cephalin aus Menschenhirn. 
Von 
Hermaun Rudy und Irvine H. Page. 


(Aus der chemischen Abteilung der Deutschen Forschungsanstelt fiir Psyehiatrie 
[Kalser-Wilhelm-Institut], Minchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 16. Oktober 1930. 


Dem Cephalin*) schreibt man heute in Analogie zum Lecithin, 
mit dem es in der Art der Spaltstiicke iibereinstimmt, folgende 
Struktur zu: 

Acyl OH,C-CHO(Acyl): CH,O-PO,H+CH,CH,NH, . 
Der Hauptunterschied zwischen diesen beiden Phosphatiden**) 
liegt in der Art der Base, die beim Lecithin durch das Cholin, 
beim Cephalin durch das Aminoithanol (auch Colamin genannt) 
dargestellt wird. Unterschiede bestehen ferner in der Art der 
Acylreste, Diese Frage ist natiirlich eng mit der Reindarstellung 
der beiden Phosphatide verkniipft, die wohl beim Lecithin, aber 
noch nicht befriedigend beim Cephalin gegliickt ist. Unter Be- 
riicksichtigung des gelungenen Nachweises von Stearin-, Ol- und 
Linolsiure und der wahrscheinlichen Anwesenheit von Arachidon- 
siure***) berechnen sich fiir Cephalin folgende Analysenwerte: 
Fir Steary!-linolylcephalin****): 
C,,H,,.NPO, C 66,16°/, H 10,57°%, N 1,88% P 4,17°%, 
Fiir Stearyl-arachidonylcephalin: 
C,,H,,.NPO, C 67,22°/, H 10,24°, WN 1,83, P 4,049, 





“) Wobei wir unter Lecithin und Cephalin selbstverstiindlich die 
Substanzgruppen, die sich je nach den Fettsiiuren und auch der Glycerin- 
phosphorsiiure aus verschiedenen Individuen zusammensetzen kénnen, ver- 
stehen. 

**) Ausfiihrliche Diskussion iiber die Konstitutionsfragen finden sich 
bei H. Mac Lean ,,Lecithin and allied substances“, 2. Ausgabe (1927), 
Longmans, Green and Co. Ltd. London, sowie bei Thierfelder und 
Klenk, ,,Die Chemie der Cerebroside und Phosphatide“, 1930, Springer, 
Berlin. 

***) FuBnote S. 99 in Thierfelder und Klenk. 

****) Gemeint ist damit ein Cephalin, das Stearin- und Linolsiiure als 
Fettsiiurekomponenten hat. Wir verwenden hier diese — streng genommen 
nicht ganz richtige — Bezeichnungsweise, weil sie sich in der Literatur 
bereits eingebiirgert hat. 
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Obige Strukturformel gilt besonders nach der Synthese eines 
Distearylcephalins durch Griin und Limpicher!}) als gesichert. 
Trotzdem ist es bis jetzt noch nicht gelungen, ein natiirlich vor- 
kommendes Cephalin, das der theoretischen Zusammensetzung 
entspricht, rein darzustellen, so daB man sich zu verschiedenen 
Annahmen gezwungen sah, um die stets zu niedrigen Kohlenstoft- 
werte zu erkliren [Cephalin + 5H,O, Thudichum?), Levene’)]. 
Spiiter nahm man eine teilweise Oxydation der ungesiittigten I ett- 
siuren des Cephalins an, wihrend Levene mehr zu der Annahme 
einer teilweisen Abspaltung derselben neigt.*) Uns scheint es 
wahrscheinlich, daB beide Ursachen nebeneinander bestehen. 


Die Wichtigkeit der Darstellung eines reinen, den 
theoretischen Forderungen entsprechenden Cephalins hat uns 
veranlaBt, die Phosphatide des menschlichen Gehirns niiher zu 
untersuchen, zumal aus diesem Organ fast nur Cephaline mit 
ungefiihr 60°/, Kohlenstoff dargestellt worden sind. Das einzige 
aus menschlichem Gehirn gewonnene Cephalin mit mebr als 60 °/, 
Kohlenstoff (62,12°/, C und 9,87°/, H) stammt von Frinkel 
und Neubauer.®) Ks ist zum Vergleich jedoch nicht heran- 
zuziehen, weil die genaue Charakterisierung in bezug auf die 
Base fehlt. Alle anderen Praparate haben niedrigeren Kohlen- 
stofigehalt (59—60°/,). Die Cephaline von Parnas®), Bau- 
mann’) und Renall§), die Lecithinfrei waren, sind nach Kohlen- 
stoff und Wasserstoff nicht charakterisiert worden. 


In neuerer Zeit sind von Levene und Mitarbeitern aus 
verschiedenem tierischem und pflanzlichem Material kohlenstoff- 
reiche stark ungesiattigte Cephaline dargestellt worden, wenn- 
gleich auch die vollkommene Abwesenheit von Nichtaminostick- 
stoff (nach unseren Versuchen) nicht ganz sicher ist. 


Als wichtigsten Unterschied der physikalischen Kigenschatten 
der beiden Phosphatide findet man stets die Léslichkeit in 
Alkohol bezeichnet. Fast alle Trennungsmethoden, die sich aus- 
schlieBlich der Lésungsmittel ohne Herstellung von Phosphatid- 
derivaten bedienen, beruhen auf der Schwerldéslichkeit des Cephalins 
in Alkohol. Nun sind aber Léslichkeiten bei so nah verwandten 
Koérpern nichts Absolutes und wir hielten es fiir durchaus méglich, 
daB die Fallbarkeit aus Ather mit Alkohol nur fir ,schlechte“ 
Cephaline (niedrige C-Werte und niedrige Jodzahlen) gilt, wilrend 
»gute* mit dem Lecithin zusammen in Lésung bleiben. Unsere 
Vermutung hat sich bestitigt. Bei der Untersuchung der Mutter- 
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lauge, die durch Fallen des Petroliitherauszuges (des durch Aceton 
vorher von Fett und Cholesterin befreiten Gehirns) mit Alkohol 
gewonnen wurde, konnten wir die Anwesenheit stark ungesiittigter, 
kohlenstoffreicher Cephaline feststellen. Das mit Alkohol gefiillte, 
von Cerebrosiden noch nicht ganz freie*) Cephalin hatte die 
iibliche Zusammensetzung: 

C 60,10°%, H 10,55°%, N 1,88,  P 3,57°/,  Jodzahl 76,8 

Aminostickstoff (NH,/N) in 5 °/,iger H,O-Lésung: 100,6. Nach Ver- 
seifung mit 2n-HCl: 86,2. 

Neutralisationszahl: 105,8 °/). 

Zu dieser Neutralisationszahl (N.-Z.) ist folgendes zu_be- 
merken: Cephalin verhilt sich in atherisch-alkoholischer oder 
besser in benzolisch-alkoholischer Liésung wie eine einbasische 
Siure und kann mit alkoholischer Lauge gegen Phenolphthalein 
titriert werden. Diese Feststellung ist erstmals von Griin und 
Limpicher?) an synthetischem Material gemacht worden, die 
in Benzol—Alkohol arbeiteten. Die um ungefibr 20°/, zu hohen 
Werte der beiden Autoren, die auf teilweiser Verseifung beruhen 
sollen, konnten wir jedoch nicht feststellen. Da8 Lecithin neutral 
und Cephalin sauer ist, hiingt mit der Starke der Base zusammen, 
die eben in einem Falle geniigt um die Phosphorsiure innerhalb 
des Molekiils zu neutralisieren (quartiirniire Ammoniumbase), im 
anderen Falle dagegen nicht. 

Eine eingehendere Untersuchung zeigte uns, dab diese 
Titrationsmethode sehr wohl geeignet ist, in Cephalin—Lecithin- 
und (vielleicht etwas unsicherer) in Cephalin—Lecithin—Cerebrosid- 
gemischen den Gehalt an Cephalin zu bestimmen. Lecithin 
reagierte in Bestatigung der Griinschen Angaben fast neutral, 
ziemlich reine Cerebroside hatten einen Titrationswert von 9°/. 
Nach der von Levene aufgestellten Formel fiir Sphingomyelin, 
die der des Lecithins sehr iihnlich ist, sollte auch dieses neutral 
reagieren (aus Mangel an Substanz nicht versucht). Sicherer ist 
es auf jeden Fall die Cerebroside vorher zu entfernen. Anfangs 
titrierten wir in Ather- und Petroliitherlésungen mit Natronlauge 
in Alkohol. Die zwecks besserer Loslichkeit zugesetzten geringen 
Mengen Wasser brachten indessen grobe Schwankungen herein. 
Es stellte sich dann heraus, daB die Werte ohne Wasser, je nach 


*) Zum Absetzen der Cerebroside eignet sich Ather besser als Petrol- 
‘ither. Wir konnten beobachten, daB bei Verwendung des letzteren die 
Cerebroside nur zuin geringsten ‘Teil ausfielen. 
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den Bedingungen und dem Cephalin um 4—10°/, niedriger waren 
als die mit Wasserzusatz. Es wire denkbar, daB durch den 
Wasserzusatz die zuerst zum Teil kolloide Lésung in eine echte 
iibergeht und dadurch obige Differenz zustande kommt. Wir 
titrierten in der Folge dann stets in Benzol puriss. mit absolut 
alkoholischer Lauge, wobei wir stets selr gut reproduzierbare 
Werte erhielten. Bei Benzol macht ein geringer Wasserzusatz 
nichts aus, die Werte liegen hingegen durchschnittlich um 2—4 °/, 
hiher als bei Ather oder Petroliither. Das diirfte wohl damit 
zusammenhiingen, daB Benzol, wie bekannt, die Siureeigenschaften 
schwacher Siiuren sehr gut hervortreten liBt. 

Die Methode ist sehr einfach und schnell und 1aBt sich mit 
wenig Substanz ausfithren. Wir titrierten etwa 50 mg mit 
n/50-NaOH. Als Unsicherheitsfaktor bei der Berechnung kommt 
das Molekulargewicht des Cephalins herein, weshalb unsere Be- 
rechnungen eben nur fir ,gutes“ Cephalin gelten, da wir mit 
einem Stearyl-linolyl-cephalin vom Molekulargewicht 743,7 rech- 
neten. Fiir das Stearyl-arachidonyl-cephalin (Mol.-Gew. 767,7) 
liegen die Werte um 39/, hdher, so dafS man mit einer Un- 
sicherheit infolge des Molekulargewichtes von wenigen Prozenten 
rechnen mub. Unsere Zahlen geben das Verhaltnis von ge- 
fundenem zu dem theoretisch berechneten Verbrauch an Natron- 
lauge in Prozenten an. 

Iettsiiuren und andere saure Spaltprodukte, die besonders 
leicht beim Eindampfen auftreten, kénnen natiirlich falsche Werte 
verursachen. Durch Umfillen kommt man aber leicht wieder zu 
richtigen Zahlen. 

Fiir die Brauchbarkeit dieser Methode war es natiirlich von 
grober Wichtigkeit die Ergebnisse der Aminostickstoffbestimmung 
und der Titration miteinander zu vergleichen. 

Die Methode von van Slyke ist nach ihrer ersten Anwendung 
auf das Cephalin durch Trier’) Baumann, Renall und viele 
andere Forscher wohl die gebriuchlichste zur Unterscheidung 
von Cephalin und Lecithin geworden, da alle anderen, die die 
3asen als Schwermetalldoppelsalze isolieren, umstindlich und 
ziemlich ungenau sind.*) Es soll allerdings nicht verkannt werden, 
daB bei der van Slykemethode neben den rein methodischen 
Fehlern auch noch die Unsicherheit der Identifizierung der 
primiren Aminobase dazukommt, da uns der Aminostickstoff ja 


*) Vgl. Guggenheim, ,,Die biogenen Amine“, Springer, Berlin 1924. 
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dariiber nichts aussagt. Es ist indessen wenig wahrscheinlich, 
daB auBer Colamin noch andere primiire Basen in griBerer Menge 
vorkommen (Mac Arthur). ?°) 

Wir stieBen bei der van Slykebestimmung bald auf die Beob- 
achtung, daB die NH,/N-Werte fiir hydrolysiertes und nicht 
hydrolysiertes Cephalin durchaus nicht iibereinstimmten. Die 
Neutralisationszahlen lagen stets zwischen den beiden, und zwar 
nither bei den Zahlen fiir das hydrolysierte. Colamin in gleicher 
Konzentration in n/1-HCl gab theoretische Werte, in Bestiitigung 
der Angaben von Trier und Baumann. 

Wir geben im folgenden eine Ubersicht der Kinzelwerte. 


Tabelle J. 


Zusammenhang zwischen Neutralisationszahl und Aminostickstoff. 





Cephalin- Neutrali- NH, /N* NH, /N nicht Piccagetong . 

Nr. sationszahl | hydrolysiert hydrolysiert . i * es 
1ydrolysiert 
62 105,8 86,2 100,6 19,6 
3 79,8 — 88,8 
bia 36,4 — 53,0 
65b 24,3 wes 35,0 
66 81,4 74,5 95,0 in H,O 6,9 
91,2 in Kisessig 

68 100,7 95,0 110,5 5,7 
69 1a 90,7 84,8 — 5,9 
Tia 100,6 92,7 110,3 7,9 
71 b 90,6 84,1 — 6,5 
74a 102,0 98,3 — 3,7 
74b 91,2 87,2 99,7 4,0 
i4¢ 76,9 — 87,7 














Alle Aminostickstoffwerte sind Mittelwerte von mindestens 
3 Bestimmungen. 


Aus der Taveile ergibt sich also, daB Neutralisationszahl 
und hydrolysierter Aminostickstoff nahe beieinander liegen, so daB 
jene ein direktes MaB fiir die Reinheit des Cephalins darstellt. 
Beriicksichtigt man auBerdem, daB die Fettsiuren noch erheb- 
liche Mengen an Stickstoff zuriickhalten, der zum mindesten 
zum Teil als Aminostickstoff vorliegt (Mac Lean!!), Trier), 
Koganei!”), dann diirfte der Unterschied zwischen beiden noch 
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geringer werden. Wir haben zur Vorsicht stets 2mal verseift 
und die zuriickbleibenden Fettsiiuren durch Auftauen und Ab- 
kiihlen gut ausgewaschen. Nur bei Nr. 62 ist der Unterschied 
sehr groB, was darauf hinweist, daB es zum Teil Zersetzungs- 
produkte enthalten diirfte (Levene).*) Alle anderen Priaparate 
sind kohlenstoffreich und stirker ungesiittigt. (Vollstiindige Analyse 
vgl. spiiter.) 

Fiir die zu hohen Aminostickstoffwerte beim nicht hydro- 
lysierten Cephalin haben wir keine Erklirung. Wir stehen damit 
in einem gewissen Widerspruch zu anderen Autoren. Baumann 
stellte seinerzeit Ubereinstimmung zwischen unhydrolysiertem (in 
Wasser) und hydrolysiertem fest. MacLean) findet die Summe 
von Cholin-, Amino- und Reststickstoff der Fettsiiuren zu 100°/,. 
Mac Lean und Levene machen die Aminostickstoffbestimmungen 
beim unhydrolysierten Cephalin in Kisessig. Wir verwendeten 
stets Wasser, da die Léslichkeit der Cephaline in Kisessig nicht 
allgemein ist. Kin Vergleichsversuch in Hisessig gab ebenfalls zu 
hohe Werte (Nr. 66 der Tabelle). Es scheint uns daher von groBer 
Wichtigkeit die Aminostickstoffbestimmungen zur Kennzeichnung 
von Cephalin nach der Hydrolyse zu machen. 

Nach Behandlung des Cephalins mit Essigsiiure steigen die 
Neutralisationszahlen stark an, auch wenn man so gut als méglich 
reinigt. Wir fanden z. B. Werte von 125,4 und 127,8°/,. In 
diesem Falle sind die Zahlen natiirlich unbrauchbar. Uber die 
Ursache dieser Zunahme wissen wir nichts Genaueres, moéchten 
jedoch darauf hinweisen, daB auch beim Lecithin Ahnliches fest- 
zustellen ist. 


Darstellung des Cephalins. 


Die Titrationsmethode diente uns bei der Aufarbeitung der 
obenerwihnten ,,Lecithin“fraktion als Richtlinie und hat uns die 
Arbeit sehr erleichtert. Die Mutterlauge von Cephalin Nr. 62 
wurde im Vakuum zur Trockne verdampft und mit Alkohol in 
3 Fraktionen zerlegt. Die 1. Fraktion (a) mit der Neutralisations- 
zahl79,8 ergab nach mehrfachem Umfillen aus Ather mit Alkohol 
ein ziemlich reines Cephalin (Nr. 68). Da uns die Fraktionierung 
mit Ather—Alkohol zu langsam und zeitraubend erschien, versuchten 
wir die Trennung durch Lésen in heiBem Essigester und Fillen 
mit heiBem Alkohol. Sie ging tatsiichlich rascher vonstatten, 
(Nr. 71a und 74a). Die Mutterlaugen dieser Cephaline enthielten 
der Theorie entsprechend stets mehr Lecithin (z. B. Nr. 69 Ia). 
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Der Ubersicht halber seien die bei der Darstellung der beiden 
,guten“ Cephaline 68 und 7la erhaltenen Fraktionen hier zu- 
sammengestellt. 


Tabelle II. 























£ z Blas 

EZ | Ju | NA) eee] ae] C i N P 
2 AZ M A b& 

62a 92,5 79,8 88,8 — 66,52 | 11,27 | 1,78 | 3,33 
62 b 75,6 36,4 53,0 67,15 11,87 1,83 | 3,46 
62¢ 59,7 24,3 35,4 — -- -- 1,86 | 3,40 
68 87,1 | 100,7 | 110,5 95,0 | 65,71 | 10,52 | 1,85 63 
69Ia | 107,8 90,7 | 101,38 84,8 | 67,53 | 10,55 | 1,87 wy) 
W1¢ 92,3 | 100,6 | 110,4 92,7 | 65,33 | 10,73 | 1,88 | 3,82 
T4a 11,5 102,0 98,3 63,64 10,97 1,81 3,73 








Die beiden Cephaline 68 und 7la enthalten nur noch wenig 
Lecithin; denn im Hydrolysat entstand mit Phosphorwolframsiure 
in verdiinnter Lésung nur eine leichte Triibung. Die Jodzahlen 
weisen darauf hin, daB eine ungesiittigte Fettsiure mit mehr als 
2 Doppelbindungen anwesend sein mu, Fiir Linolsiiurecephalin 
wire die Jodzahl 68,31, fiir Linolensiiurecephalin 102.4. Die 
Ausbeute an diesen reinen Produkten ist allerdings gering. Cere- 
broside waren nicht mehr vorhanden (Molischprobe am Hydrolysat' 
Cephalin 74a hatte ein [@]j° von + 5,6°, ein [@jé°von+ 3,1°. 


Trennung mit Hilfe des Bariumsalzes. 


Wir bedienten uns bei unseren T'rennungsversuchen noch der 
schon obenerwihnten Siurefunktion des Cephalins, indem wir es 
in das Bariumsalz iiberfiihrten und nun versuchten dieses vom 
Lecithin zu trennen. Die Metallsalzmolekiilverbindungen der Phos- 
phatide sind bekanntlich sehr oft zur Trennung und Reindarstellung 
verwendet worden (Cadmiumchlorid- und Bleiverbindung). Wir 
stellten in unserem Falle ein echtes Cephalinbariumsalz dar, 
indem wir zu der benzolisch-alkoholischen Lésung der Phosphatide 
einen geringen UberschuB an methylalkoholischer Barytlauge zugaben 
und das Salz durch Alkohol—Methylalkohol abschieden. Die Zer- 
setzung wurde nach mehrfachem Umfillen aus Ather und Alkohol mit 
verdiinuter Essigsiure vorgenommen. Doch die Trennung ist auch 





Tabelle Ill. 





























| v ‘ T v aa 
NH, /N NH,/N 
Ausgangsmaterial C H P N un- hydroly- | J.-Z. Autor 
hydrolysiert siert 

oe ee — ——— —<—<— —————— — 
L 
Ss Leper. . «© «& « 66,0 9,50 3,60 1,49 66,4 L. u. Ingv. ') 
— Ochsengehirn .. 65,80 10,37 3,77 1,41 - 82,0 — L. u. R.**) 
= . | 62,11 9,90 4.07 2,02 103,0 (Eg) - 71 L. u. R.*) 
e Sojabohne . . . 62,67 9,73 4,11 1,64 100,0 (Eg) — 89 Lu. B, Re. 
|= ‘i re 64,65 9,52 4,03 1,48 97,0 (Eg) — 92 Nr. 67 
> ae 3 ; 7 
zc Unsere Priparate 
ec 65,71 10,52 3,63 1,85 110,5 (H,O) 95,0 $7,1 Nr. 68 
S 
4 Menschengehirn 65,33 10,73 3,82 1,88 110,3 (H,O) 92, 92,: i ti. 
S i ‘ , | ; : 
S 63,6 10,97 S43 1,51 98,3 77,8 » (4a 

Theoretisch fiir 

Steary|-linolyl- 66,16 10,57 4,17 1,88 100 100 68,3 

eephalin | 
Stearyl-li rl- , 
tearyl-linoleny!- | 66,33 10,33 4,18 1,88 100 100 102, 
cephalin 

% | 
ace ‘ ‘ t 
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hier nicht ideal, indem stets noch Lecithin bei dem abgeschiedenen 
Cephalin ist. In einem Falle erhielten wir aus einem lecithin- 
reichen Gemisch ein Produkt mit 77,0°/, Amuinostickstoff, in einem 
anderen Falle erhielten wir aus einem Gemisch mit der N.-Z. 
84,0 und der J.-Z. 95,0 folgendes Cephalin (Nr. 81): 


J.-Z. N.-Z. NH,/N C H N P 
hydrolys. 
84,5 127,8(!) 94,3 63,31 10,69 1,92 4,00 


Diese Methode, die infolge Zersetzungsgefahr vorsichtig ge- 
handhabt werden muB, hat uns also auch nicht weitergebracht. 

Was die Zusammensetzung des Bariumsalzes anbelangt, 
so erhielten wir aus lecithinfreiem sowie aus lecithinhaltigem 
Cephalin fast immer Salze, deren Bariumgehalt zwei Aquivalenten 
entsprach, obwohl bei der Titration nur ein Aquivalent verbraucht 
wird. Fir ein Aquivalent berechnen sich bei einem Molekular- 
gewicht von 743,7 8,6°/, Barium, wir fanden stets Werte von 
14—18°/,. Das Salz wird beim Aufarbeiten durch Wasser und 
Kohlensiiure bereits zerlegt und zeigt dann Neutralisationszahlen 
von 2—12°/,, je nach der Behandlung. Es ist in trocknem Benzol, 
Ather, Petrolither, Chloroform und Pyridin unlislich, geht durch 
geringen Zusatz von Alkohol sofort in Lésung und kann durch 
viel Alkohol ausgefillt werden. In p-Cymol lést es sich heiB und 
fillt beim Abkihlen wieder aus. 

Auf die Wichtigkeit echter Cephalinsalze in physiologischer 
Hinsicht méchten wir nur hinweisen. Es ist gut denkbar, dab 
sich im Organismus in einer geniigend ,,lipoiden* Umgebung echte 
Salze bilden, die dann in wiBriger Umgebung wieder in Cephalin 
und Base zerfallen und daB das Cephalin auf diese Weise zum 
Basenaustausch beitriigt. Diese Frage werden wir noch weiter 
verfolgen. 

Zum SchluB bringen wir noch eine Zusammenstellung (Tab. I 11) 
der von Levene und Mitarbeitern bis jetzt dargestellten kohlen- 
stoffreichen Cephaline im Vergleich mit den unserigen. 

Wenn es uns demnach auch nicht gelungen ist, ein Cephalin 
mit den theoretisch berechneten analytischen Daten rein darzu- 
stellen, so glauben wir doch einen weiteren Schritt in dieser 
Richtung getan zu haben. 


Zusammenfassung. 


1. Das menschliche Gehirn wird auf das Vorkommen eines 
kohlenstoffreichen, stark ungesittigten Cephalins untersucht. 
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2. Zur Charakterisierung des Cephalins wird seine Neutrali- 
sationszahl herangezogen und nachgewiesen, daB sie mit dem 
Aminostickstoff (nach Hydrolyse) iibereinstimmt. 

3. Diese Neutralisationszahl kann demnach zur Bestimmung 
des Cephalingehaltes von Lecithin-Cephalingemischen herangezogen 
werden. 

4. Nicht hydrolysiertes Kephalin gibt in Wasser um 10—12°/, 
zu hohe Werte fiir Aminostickstoff. 

5. Ks wird der Nachweis erbracht, dab im menschlichen Gehirn 
auBer den bis jetzt dargestellten kohlenstoffarmen Cephalinen auch 
kohlenstoffreichere in geringer Menge vorkommen, deren Zusammen- 
setzung der Theorie ziemlich nahe kommt. 

6. Es werden Bariumsalze der Cephaline dargestellt und zur 
Abscheidung von Cephalin aus Cephalin-Lecithingemischen beniitzt. 


Experimenteller Teil. 


Darstellung der Phosphatide. 


15 Menschengehirne wurden nach dem Zerkleinern mit der 
Kleischmaschine mit so viel Aceton verrihrt, daB ein geniigend 
diinner Brei entstand, und€ dann nach 1—2 Tagen abzentrifugiert. 
dann wurde die Masse in einem gréferen GefaB, das zum Ex- 
trahieren und Absaugen eingerichtet war, so lange kontinuierlich 
extrahiert, bis kein Cholesterin mehr nachzuweisen war. Es gingen 
dabei bereits geringe Mengen von Phosphatiden in Lésung. Der 
Rest des Acetons wurde durch Absaugen entfernt, die Masse kurz 
mit warmer Luft behandelt und 3 mal mit je 4 Liter Petrolither 
(60—80° Siedepunkt) ausgezogen. Nach Kindampfen der vereinigten 
Petroliitherausziige im Kohlensiurestrom (wir haben alle Ope- 
rationen méglichst unter Luft- und LichtausschluB ausgefiihrt) wurde 
auf 3 Liter mit 12 Liter Alkohol gefillt. 375 g Rohcephalin. 
Durch mehrfaches Aufschwemmen in Ather, Abzentrifugieren und 
Killen mit Alkohol wurde schlieblich ein ziemlich cerebrosidfreies 
Cephalin erhalten. 

C, H-Bestimmung. 0,0766 g Substanz gaben 0,1688 g CO,; 0,0722 g¢ H,O 

C 60,10°/, H 10,55 °/, 
Die Phosphorbestimmungen wurden alle nach Neumann*) vorgenom- 


men. Wie an verschiedenen anorganischen Phosphaten festgestellt wurde, 
ist die Methode in der Originalausfiihrung sehr zuverlissig. 


*) Hoppe-Seyler-Thierfelder, ,,Die physiologisch- und _ patho- 
logisch-chemische Analyse“, Springer, Berlin 1924. 
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0,1504 g Substanz verbrauchten 9,70 ccm n/2-NaOQH 
P 3,58 
Stickstoff nach Kjeldahl (Mikro). 
0,0486 g Substanz verbrauchten 4,58 cem n/70-HCl. N 1,88 


Jodzahl nach Rosenmund*). 

0,0570 g Substanz wurden in 10 ecem Chloroform gelést und mit 
7,882 eem n/10-Pyridinsulfatdibromid 15 Minuten bei Zimmertemperatur im 
Dunkeln stehen gelassen. Nach Zugabe von 10 cem Jodkalium und 100 eem 
Wasser wurde mit n/10-Thiosulfat zuriicktitriert. Verbrauch 38,449 eem. 


J.-Z. 76,8 UberschuB 128°), . 

Wir arbeiteten stets mit einem Uberschu8 dieser Gréfenordnung und 

werden ihn daher nicht mehr weiter angeben. 
Neutralisationszahl (N.-Z.). 

Zu ihrer Bestimmung wurden 0,0552 g Cephalin in 20 eem Benzol 
puriss. Merck unter Zusatz von 2 ccm absolutem Alkohol gelist und nach 
Zusatz von Phenolphthalein mit n/50-NaQH in absolutem Alkohol auf Misch- 
farbe titriert. Dieser Umschlag ist bei miiBig gelb gefiirbten Lésungen 
noch sehr scharf zu erkennen. Bei Titration auf rot, wobei indessen viele 
Zwischenfarben auftreten kénnen, findet man um 1—2°/, héhere Werte. 
Thymolphthalein gab keinen schiirferen Umschlag. 

0,0552 g Substanz verbrauchten 0,785 eem n/10-NaOH 

N.-Z. 105,8. 
Wir geben stets die Kubikzentimeter n/10-NaOH (statt n/50) an. 


Aminostickstoff (NH,/N). 


0,2500 g Cephalin werden in 5 ccm Wasser unter Schiitteln gelist und 
im Mikro-van-Slykeapparat bestimmt. 
1,090 eem gaben 0,960 ecm N, bei 23° und 723 mm 
1,150 ,, » $1,010 , ,, 
1200 , .. 1,055 
Das Stickstofivolumen ist nicht das abgelesene, sondern da8 durch 
Abzug des Leerwertes und Division durch 2 in der iiblichen Weise be- 
rechnete. Dem angegebenen Volumen entsprechen NH,/N 102,3°/,, 100,7°/,, 
98,8°/,, Mittel 100,6°/,. Wir werden im folgenden immer nur die Mittel- 
werte angeben. 
Zur Hydrolyse wurden 0,3000 g Cephalin mit 5 ccm 2/n-HCl 
12 Stunden am RiickfluB gekocht, die Fettsiuren durch Abkiihlen 
zum Erstarren gebracht und in ein 10-ccm-MeBkoélbchen abgegossen. 
Die zuriickgebliebenen Fettsiiuren wurden ein zweites Mal mit 
3 ccm 2/n-HCl weitere 6 Stunden am RiickfluB erhitzt und nach 


*) Die Wjissche Lésung, die zur Bestimmung der mehrfach un- 
gesittigten Fettsiurederivate sicher besser ist, kommt bei Cephalin nicht in 
Frage. 
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Abkiihlen wiederum abgegossen. Durch Aufkochen mit wenig 
Wasser und Abkiihlen wurden die Fettsiiuren noch 2—8 mal aus- 
gewaschen, bis das Hydrolysat 10 ccm betrug. Dann wurde ab- 
filtriert und gemessen. 

1,995 cem gaben 0,935 cem N, (23°, 723 mm) = 85,7 

1,995 ,, » 0,940 ,, ,, = 86,6 ¢ 86,2°/, NH,/N 

1,990 _,, a a Ss & = 86,2 

Colamin in n/1-HCl gab Werte von 99,2°/,, 100,3°/,, 100,0°/,, sowie 

von 101,3°/,, 108, 1%, 100,9 °/). 


Aufarbeitung der Mutterlauge von Cephalin 62. 


Das Petrolither—Alkoholgemisch wurde im Vakuum zur Trockne 
verdamp/lt (190 g) mit 800 cem Ather iiber Nacht im Kisschrank 
stehen gelassen, die klare Lésung abgegossen und abzentrifugiert, 
Nach dem Kindampfen der iitherischen Lisung blieben die Phos- 
phatide nochmals einen Tag mit 500 ccm Ather im Kisschrank stehen, 
wobei sich nur wenig Cerebroside absetzten. Der nach dem Vor. 
dampfen des Athers bleibende Riickstand wurde mit 50 ccm Ather 
und 650 ccm 95°/,igem Alkohol '/, Stunde durchgeschiittelt und 
zentrifugiert. Das Ungeléste wurde noch zweimal mit je 300 ccm 
Alkohol durchgeschiittelt und wiederum zentrifugiert. Es betrug 
75 g (Cephalin Nr. 63). 

0,0788 g Substanz gaben 0,1922 g CO,, C 66,52 

0,0794 g H,O, H 11,27 
0,1530 g Substanz verbrauchten 9,20 ecm n/2-NaOH P 8,88 


0,0484 g ‘ a 4,31 ,, n/70-HCl N 1,78 
0,0554g¢ : 4,039 ,, n/10-J,  J.-Z. 92,5 
0,0576g¢ ss 0,619 ,, n/10-NaOH N.-Z. 79,8 


1 eem 5°/,ige wibrige Cephalinlésung gibt 0,730 cem Ny. 22°, 712 mm. 
NH,/N unhydrolysiert 88,9 °/, 
Die Mutterlaugen von Cephalin 63 wurden im Vakuum auf 
500 ccm eingedampft und das Ausgeschiedene im Vakuum ge- 
trocknet (75 g) Nr. 65a. 


0,0688 g Substanz gaben 0,1694 g CO,, C 67,15 
0,0728 g H,O, H 11,84 


0,1628 g Substanz verbrauchten 10,15 ccm n/2-NaOH P 3,46 
0,0488 g is " 4,45 ,, n/70-HCl N 1,83 
00546¢ . 8,251 ., n/10-J, J.-Z. 15,6 


0,0534 g ss 0,262 .. n/10-NaOH N.-Z. 36,4 


leem 5°/, ige rae in Wasser gibt 0,450cem Ny. 23°, 710mm. 
NIT,/N = 53,0°/,. 
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Die Mutterlauge von 65a wurden nun im Vakuum zur 'l'rockne 
verdampft. 35g Ausbeute. Nr. 65b. 


0,1532 g Substanz verbrauchten 9,40 cem n/2-NaOH P 3,40°, 
0,0502 g ‘ 4 4,65 ,, n/70-HCl N 1,86 
0,0534 g is ‘ 2,512 ., n/10-J, J.-Z. 59,7 
0,0554 g - 0,181 ., n/10-NaOQH N.-Z. 24,3 


1 cem 5°/,ige Cephalinlésung in Wasser gibt 0,303 cem N,. 23°, 710 mm. 
NH,/N 35,1°/,, 


Darstellung von Cephalin aus Fraktion 63. 


Nach scharfem Trocknen im Exsiccator wurde Nr. 63 noch- 
mals mit 250 ccm Ather zwei Tage im Kisschrank stehen gelassen, 
wobei sich nochmals Cerebroside absetzten. Das Trocknen scheint 
fir die Abscheidung derselben demnach von groBer Wichtigkeit 
zu sein. Wir konnten das noch 6fters beobachten. Das gewonnene 
Cephalin 66 hatte die durch die Entfernung der Cerebroside zu 
erwartenden héheren Jod-, Neutralisations- und Phosphorwerte. 


0,0816 g Substanz gaben 0,2000 g CO,, C 66,85 
0,0794 g H,O, IL 10,89 


0,1502 g Substanz verbrauchten 9,70 cem n/2-NaOll P 8.58%, 
0,0462 g - a 4,37 ., n/70-HCl N 1,89 
0,0498 g " ‘ 8,842 ., n/10-J, J.-Z. 97,9 
0,0428 g . ‘a 0,469 ,, n/10-NaOH N.-Z. 81,4 


1 cem 5°/,ige Cephalinlisung in Eisessig gibt 0,782 cem N,. 22°, 724mm. 
NH,/N 91,2°/,- 

1 cem 5°/, ige Cephalinlésung in Wasser gibt 0,82 cem N,. 
NH,/N 95,7°/,. 

0,3 g Cephalin hydrolysiert. 10 ccm Hydrolysat. 

2cem geben 0,774 ccm Ny. 22°, 716 mm. NH,/N 74,4”). 


Fraktionierung mit Ather—Alkohol. 


Zur Reindarstellung von Cephalin wurden 10 g Cephalin 66 
einmal in 50 com Ather gelést und mit 250 cem Alkohol gefillt, 
dann einmal in 30 ccm Ather gelést und mit 140 ccm Alkohol 
gefallt und schlieBlich noch zweimal in 25 ccm Ather gelést und 
mit 120 ccm Alkchol gefallt. Ausbeute 1,7 g. Nr. 68. 


0,0958 g Substanz gaben 0,2308 g CO,, C 65,71 

0,0900 g H,O, H 10,52 
0,1528 ¢ Substanz verbrauchten 10,00 ecem n/2-NaOH P 98,68", 
0,0388 g és ‘ 8,61 ,, n/T0-HCl N 1,86 
0,0574g so, ‘ 3,942 ,, n/10-J, JZ. 87,1 
0,0522 ¢ i ‘ 0.708 ,, n/10-NaOH N.-Z. 100.7 
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1 eem 5°/,ige Lésung in Wasser gibt 0,942 cem N,. 22°, 716 mm. 
NH,/N 110,5. 
0,3 g Ceph. hydrolys. 10 cem Hydrolysat. 
2cem geben 0,972 N,. 22°, 719mm. NH,/N 95,0°/,. 
Die Mutterlaugen wurden eingedampft (J.-Z. 100,7, N.-Z. 74,4) 
und wiederum in 15 ccm Ather gelést und mit 75 cem Alkohol 
gefaillt. 2,5 ¢g Ausbeute. Nr. 69 La. 


0,0798 g¢ Substanz gaben 0,1976 g CO,, C 67,53 
0,0752 g H,O, IT 10,55 


0,1534 g Substanz verbrauchten 9,80 cemn/2-NaOH r B26", 
0,0504 g m 1 4,71 ,, n/70-HCl N 1,87 
0,0522 g ‘ ” 4,434 .. n/10-J, J.-Z. 107,8 
0,0560 g¢ ” ” 0,683 ,, n/10-NaOQH N.-Z. 90,7 


0,3 g Ceph. hydrolys. 10 eem Hydrolysat. 
2 eem geben 0,864 cem N,. 21°, 721 mm. NH,/N 84,8°/,. 


Fraktionierung mit Essigester—Alkohol. 

a) 10 g Cephalin Nr. 66 wurden in 100 ccm heiBem Kssig- 
ester gelést und in 800 ccm heiBen Alkohol gegossen. Dann 
wurde langsam auf + 10°C abgekiihlt und zentrifugiert. Aus- 
beute 3g. Nr. Tla. 


0,0780 g Substanz gaben 0,1868 g CO,, C 65,33 
0,0748 ¢ H,O, H 10,78 


0,1510 g Substanz verbrauchten 10,40 cem n/2-NaOQH r 833°), 


0,0470 ¢ a in 4,42 ,, n/70-HCl N_ 1,88 
0,0488 ¢ ' ‘ 3,547 .. n/10-J, J.-Z. 92,3 
0,0510 ¢ ” m 0,687 ,, n/10-NaOH N.-Z. 100,6 


leem 5°/,ige wabrige Lisung gibt 0,945 cem N,. 23°, 723 mm. 
NH,/N 110,3°/. 
0,8 g Ceph. hydrolys. 10eem Hydrolysat. 
2cem geben 0,959 cem Ny. 22°, 716mm. NH,/N 92,7°,. 

b) 11 g Cephalin Nr. 66 wurden in 100 ccm heiBem Kssig- 
ester gelést, in 500 ccm heiBen 95°/,igen Alkohol gegossen und 
nach dem Abkiihlen auf 10° zentrifugiert. Das Ungeléste wurde 
in 10 ccm heiBem Essigester aufgenommen, in 60 ccm heifen 
Alkohol gegossen, auf 10° abgekihlt und zentrifugiert. Ausbeute 
1,3 g. Nr 74a. 


0,0714 g Substanz gaben 0,1666 g CO,, C 63,64 
0,0700 g H,O, H 10,97 


0,1546 g Substanz verbrauchten 10,25 ecem n/2-NaQH P 8,78°/, 
0,0480 ¢ " m 4,32 ,, n70-HCl N 1,81 
0,0500 g - is 8,034 ,, n/10-J, J.-Z. 77,5 
0,0530 ¢g 1. 0,744 ,, n/10-NaOH N.-Z. 102,0 
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0,3120 g Ceph. hydrolys. 10,18 cem Hydrolysat. 
2ecem geben 0,992 cem Ny. 20°, 717mm. NH,/N 98,3°/,. 
Aus der Mutterlauge von 74a wurden durch Einengen auf 
100 com, Abzentrifugieren, Aufnehmen des Riickstandes in 20 ccm 
heiBem Kssigester und Fillen mit 60 ccm heiBem Alkohol 3,1 g 
Cephalin (Nr. 74b) gewonnen. 


0,0704 g¢ Substanz gaben 0,1708 ¢ CO,, C 66,17 
£ a “ ’ , 
0,0712 g HO, H 11,31 


0,1536 g Substanz verbrauchten 9,95 cem n/2-NaOl P 3,64°/, 
004842 . 432, n/70-HCl N 1,79 
0,0520 g . ‘ 4,037 .. n/10-Jod J.-Z. 98,5 
0,0542 g ‘ ¥ 0,665 ., n/l0-NaOH N.-Z. 91,2 


0,3152 g Cephalin in 8,304 cem Wasser. 
1,4 cem geben 0,857 cem N,. 20°, 719mm. NH,/N 99,7. 


0,3401 g¢ Ceph. hydrolys. 10 ecm Hydrolysat. 
2 cem geben 0,965 cem N,. 20°, 719mm. NH,/N 87,2. 


Aus den Mutterlaugen von 74b wurde 74c gewonnen. Aus- 


beute 4 g. 
0,0536 g Substanz verbrauchten 4,483 eem n/10-J, J.-Z. 106,1°%/, 
0,0466 g - - 0,537 cem n/10-NaOQH N.-Z. 85,6. 


0,3544 g in 9,088 cem H,O. 
1,500 cem gaben 0,875 cem N,. 22°, 719mm. NH,/N 88,1. 


Die Restfraktion 74d ergaben 2,5 g. 
N.-Z. 70,0°/>, J.-Z. 84.4°/). 


Darstellung des Bariumsalzes von Cephalin. 


Aus Cephalin 40 mit folgenden Daten 
C 58,54 H 940 P 3,71 N 1,92 
J.-Z. 65,9 und N.-Z. 95,5 NH,/N unverseift 96,1°/). 


4¢ dieses Cephalins wurden in 25 ccm Benzol gelést, 5 ccm 
Alkohol zugegeben, mit konzentrierter inethylalkoholischer Baryt- 
lauge gegen Phenolphthalein auf Rot titriert und mit 120 ccm 
Alkohol—Methylalkehol, 1:1 gefallt, nach 2stiindigem Stehen im 
Kisschrank wurde zentrifugiert, mit Alkohol gewaschen, in 15 ccm 
Petrolaither gelést, in 80 ccm mit BafOH), gerade alkalisch ge- 
machten 95°/,igen Alkohol gegossen. Nach 2 maligem Waschen 
mit neutralem Alkohol wurde getrocknet. 2 g¢ Ausbeute. [Das 
Salz wird mit 60 ccm warmem Benzol aufgeriihrt, dann wird die 
gequollene Masse abzentrifugiert, mit Methylalkohol nachgewaschen 
und getrocknet. 1,8 g Ausbeute. 
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0,0842 g Substanz gaben 0,1440 g CO,, C 46,64 


0,0842 g H,O, Hl 7,52. 
0,2226 g Substanz verbrauchten 15,00 cem n/2-NaOQH r O7s*, 
0,0452 ¢ ‘ 3,45  ., n/70-HCl N 1,52 
0,0524 ¢ “ - 2.05 ., n/l0-Jd, J.-Z. 47,3 
0,0514 g * . 0,014 ., n/i0-NaOH N.-Z. 2,06 


0,2216 g geben 0,0672 g BaSO, Ba 17,85°%/,. 


Rechnet man von Cephalin 40 mit 17,85°/, Ba so erhilt 
man folgende Werte: 
C 48,09 H 7,72 P 3,05 N 1,58 J.-Z. 541 
Die Daten sprechen fir teilweise Abspaltung der ungesiittigten 
Fettsdure. 
Fiir Cephalin (743,7 Mol.-Gew.) berechnen sich: 
C 56,27 H 8,46 P 3,52 N 1,59 Ba 15,59. 


Versuche zur Trennung von Cephalin und Lecithin 
mit Hilfe des Bariumsalzes. 


16 g eines Lecithin—Cephalingemisches (47) mit der Jodzahl 92,5 
und der Neutralisationszahl 63,8°/, wurden in 130 ccm Benzol 
gelést und mit Ba(OH), in CH,OH im UberschuB versetzt, dann 
mit 850cem Alkohol—Methylalkohol 1:1 gefallt, 11/, Stunden in 
Kis stehen gelassen und abzentrifugiert. Der dunkelbraune Sirup 
wurde im Exsiccator getrocknet, in 40 ccm Petrolither unter Zu- 
satz einiger Tropfen Alkohol gelést, mit 200 ccm Alkohol gefiillt, 
zentrifugiert und 4mal mit Alkohol nachgewaschen. Ausbeute 5,5¢. 

C 53,51 H 8,87 P 3,16 N 1,62 
Ba 14,25 JZ. 79,7 NZ. 11,95 


Aus der klaren abzentrifugierten Mutterlauge schieden sich 
iiber Nacht noch 2,3 g Ba-Salz folgender Zusammensetzung ab: 
C5414 H840 =P 3,39 N 1,57 
Ba 14,95 J.-Z. 90,1 =-N.-Z. 5,05. 


Das Salz kommt in seiner Zusammensetzung den oben an- 
gegebenen theoretischen Werten schon ziemlich nahe. 


Ks wurde folgendermaBen zerlegt: 

2 ¢g (fein zerrieben) wurden mit 50 ccm Wasser zunichst 
1/, Stunde lang geschiittelt, dann mit HCl schwach sauer gemacht, 
weitergeschiittelt und dann zentrifugiert. Nach zweimaligem 
weiteren Schiitteln mit verdiinnter Salzsiure (je 15 Minuten) und 
Abzentrifugieren war der Niederschlag Barium-frei. Er wurde zu- 
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erst mit Wasser bis zur Emulsionsbildung, dann mit Aceton ge- 
waschen (Nr. 52). 
C 63,14 H 11,11 P 3,85 N 1,64 
J.-Z. 90,5 N.-Z. 113,7 NH,/N unhydrolysiert 77,0°),. 


Ba-Salz aus 65a I. 

Aus 65a wurden durch zweimaliges Umfiillen aus Kssigester 
mit Alkohol Cephalin 65a I mit J.-Z. 102,4 und N.-Z. 74,4 ge- 
wonnen. Daraus wurde das Ba-Salz auf die iibliche Art dargestellt. 

0,0718 g Substanz gaben 0,1464 g CO,, C 55,61; 0,0598 g H,O, H 9,52 

0,1500 g Substanz verbrauchten 9,75 cem n/2-NaOll P 858°, 

0,0466 g - ” 8,84 ,,  n/70-HCl N 1,64 

0,0532 g ™ e 3,47 ,, n/10-J, J.-Z. 83,4 

Das Salz enthielt 0,1°,, freies Ba(OH),. 

0,1630 g Substanz geben 0,0424 g BaSO, Ba 15,81°,. 

0,3500 g hydrolys. 10 ccm Hydrolysat. 

2cem geben 0,695 cem Ny. 22°, 725mm. NH,/N 68,2°). 

Cephalin 80 wurde auf ihnliche Weise dargestellt. Ks hatte 
folgende Zusammensetzung: 

C 66,21 H10,74 P4113 N 1,90 
J.-Z. 86,8 N.-Z. 125,4 NH,/N hydrolys. 77,0°/,. 

Cephalin 81. Aus 4,8 g Cephalin-Lecithin (N.-Z. 82) in 40 ccm 
Benzol gelést, mit CH,OH—Ba(OH), neutralisiert und mit 200 ccm 
Alkohol gefallt, wurden 3 g Ba-Salz erhalten. 

Zur Riickgewinnung des Cephalins wurde das Salz fein zer- 
rieben, mit 20°/,iger Kssigsiure in CO,-Atmosphire !/, Stunde 
geschiittelt, abzentrifugiert und 3 mal mit 15°/,iger heiber Kssig- 
siure in CO,-Atmosphire (je 20 Minuten) geschiittelt und ab- 
zentrifugiert. Das Cephalin erwies sich dann nach dem Aul- 
kochen mit 2n-HCl und Abfiltrieren als Ba-frei. Es wurde 
3 mal mit Aceton aufgeriihrt, abzentrifugiert und aus wenig Ather 
nach dem Abfiltrieren mit Alkohol gefiallt. Ausbeute 1,5 g. 


0,0710g Substanz gaben 0,1648g CO,, C 63,31; 0,0678 g H,O, H 10,69 


0,1558 g Substanz verbrauchten 11,25 cem n/2-NaQH P= 4,00 
0,0468 g ‘ 2 4,50 ,, n/70-HCl N 1,92 
0,0520 ¢ 35 n 3,46 , n/10-J, J.-Z. 84,5 
0,0508 g ” - 0,878 ., n/10-NaOQH N.-Z. 127,8 


0,3000 g Ceph. hydrolysiert. 10 cem Liy drolysat. 
2eem geben 0,994 cem Ny. 23°, 720mm. NH,/N 94,3. 
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